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          Las plantas han sido utilizadas desde la antigüedad como remedios medicinales para curar 
enfermedades. Actualmente,  muchas de ellas son recolectadas por etnobotánicos que investigan los 
recursos de las mismas como agentes antimicrobianos, antitumorales y su posible acción sobre el sistema 
inmunológico. Este material vegetal no constituye simplemente un reservorio de principios activos con 
actividad farmacológica, sino también un gran potencial para transformar los productos, por semisíntesis, en 
análogos más efectivos. 
          La entrada del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en la célula, es la primera etapa del ciclo de 
replicación viral y una diana clave en la exploración de nuevos antirretrovirales, la intervención en este 
proceso, implica tanto a receptores celulares como a ligandos virales, pudiéndose llegar a detener 
hipotéticamente la infección y muerte celular.  
          El objetivo principal de este trabajo persigue el descubrimiento, obtención y caracterización de nuevos 
compuestos naturales de origen vegetal frente a virus, selectivamente frente a VIH, y en concreto agentes 
antivirales dirigidos a etapas tempranas del ciclo de replicación, con baja toxicidad y potencial uso como 
agentes terapeúticos, microbicidas. 
          Las tres especies vegetales, Satureja boliviana (Lamiaceae), Phoradendron crassifolium 
(Loranthaceae), y Tuberaria lignosa (Cistaceae), fueron recolectadas, desecadas y molturadas 
convenientemente para ser posteriormente establecer las características micrográficas y poder así garantizar 
su identidad. Mediante extracciones químicas secuénciales, a partir del extracto acuoso, se han obtenido los 
principales polisacáridos objeto de estudio, seleccionando para su posterior análisis, los de mayor actividad 
antiviral. Para conseguir nuestros objetivos se han utilizado diferentes métodos de aislamiento, purificación y 
elucidación estructural, entre ellos cromatografía de exclusión molecular, capa fina, cromatografía de gases 
CG-EM,  espectroscopia  de IR,  y resonancia magnética nuclear RMN.  
 Se ha determinado “in vitro”,  la capacidad  antiviral de los extractos de las tres especies,  en una batería de 
virus representativos, virus del Herpes Simple tipo I (VHS-1), virus de la Polio, virus de la Estomatitis 
Vesicular (VSV), y virus de la Inmunodeficiencia Adquirida (VIH), así como y de forma simultánea, la 
citotoxicidad de los mismos, utilizando para ello, líneas celulares y medios de cultivo adecuados. También se 
ha determinado y ya de forma selectiva, la actividad en VIH de las fracciones aisladas y purificadas de cada 
extracto,  escogiendo para ello dos ensayos que miden la capacidad de los polisacáridos de inhibir la entrada 
del virus en la célula, se trata de los ensayos de inhibición de la infección en Trans mediada por células Raji 
DC-SIGN y de neutralización. 
          Asimismo se han realizado ensayos “in vitro” que determinan la capacidad antiinflamatoria tanto de los 
extractos, como de las fracciones polisacarídicas aisladas, analizando la capacidad de inhibir los mediadores 
de la inflamación NO y TNFalfa. 
          Los resultados obtenidos nos llevan a concluir que se trata de polisacáridos pécticos, que se unen, 
posiblemente por interacción electrostática inespecífica, al receptor gp-120, desestructurando la partícula 
viral, e inactivando su capacidad infecciosa, y además se trata de polisacáridos que modifican a la baja dos 
citoquinas proinflamatorias muy importantes, y esto indica junto con la baja citotoxicidad protección de  la 
mucosa. 
          Los resultados obtenidos tanto de capacidad antiviral como de capacidad antiinflamatoria, de estos 
polisacáridos pueden ser de gran interés, en la búsqueda de métodos preventivos para la infección por vía 
sexual del VIH, ya que actualmente no es posible erradicar la infección una vez establecida y se esta 
abriendo una puerta a estos métodos de prevención de la enfermedad a través de microbicidas, que 
aplicados de forma tópica sobre las mucosas puedan evitar la infección y sean seguros y eficaces. 
 SUMMARY  
 





         Medicinal plants have been used since ancient times to prevent and treat diseases. Currently, most of 
them are collected by ethnobotanists to find out their antimicrobial or antitumoral action or their immuniological 
properties. These plant materials are not merely a reservoir of pharmacological active molecules since we can 
chemically modified them to obtain new molecules with higher potencies or different activities. 
Human immunodeficiency virus (HIV) entry in human cells is the first step of viral replication cycle and it is a 
crucial target in antiretroviral therapy. It implies cellular receptors and viral targets so we could theoretically 
stop viral infection. 
The principal objective of this work is to discover, obtain and characterize new natural compounds against 
several virus, including HIV, targeting early steps of viral replication cycle without showing any toxicity and, 
thus, able to be formulated as microbicides. 
Three vegetal species, Satureja boliviana (Lamiaceae), Phoradendron crassifolium (Loranthaceae), and 
Tuberaria lignosa (Cistaceae), were collected, air dried and pulverized and then subjected to a micrographic 
study to guarantee their identity. Through chemical extractions from an aqueous extract, we have obtained 
several polysaccharides. To achieve our objectives we have used several methods for polysaccharides 
purification, isolation and structural identification, among them column chromatography, gas chromatography, 
IR spectroscopy and nuclear magnetica resonance (NMR). 
Afterwards, we have tested polysaccharides against several virus, including Herpes Simple Virus type 1 (HSV-
1), Poliovirus, Vesicular Stomatitis Virus (VSV) and HIV-1. Concurrently, toxicity was determined for each 
polysaccharide and cell line used. When antiviral activity was high, specific antiviral assays to determine the 
exact mechanism of action were used, such as DC-SIGN trans- infection of HIV-11 or Neutralization assays, 
all of them targeting the viral entry step. 
Moreover, since inflammation is highly correlated to susceptibility to viral infection through sexual intercourse, 
we hace tested the anti-inflammatory properties of isolated polysaccharides against NO and TNF alpha 
production. 
Results show that we are dealing with pectic polysaccharides targeting HIV-1 gp-120 possibly through 
electrostatic interactions, inactivating infectious viral particles. Moreover, these polysaccharides down regulate 
proinflammatory cytokines, suggesting and antiinflammatory effect on mucosa. 
 
 
Antiviral and antiinflammatory properties of these polysccharides could be of great interest in the search of 
preventive methods to avoid sexual transsmission of HIV-1, since viral infections is not eradicated with current 
antiretroviral therapies. Non-toxic and active on several virus polysaccharides could become active principles 
of natural microbicides developed to be applied topically in vaginal or rectal mucosa to avoid viral infection 
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ADN  Ácido desoxiribonucléico 
AR  Artritis Reumatoide 
ARN  Ácido ribonucléico 
AINE   Antiinflamatorio no esteroideo 
BSA  Albúmina sérica bovina, del inglés “bovine serum albumine” 
BSTFA Bis-trimetilisilil trifluoroacetamida 
CAM  Complejo de ataque a membrana 
CC   Cromatografía en columna 
CCF  Cromatografía en capa fina  
CETAVLON  Bromuro de cetiltrimetilamonio 
CG   Cromatografía de gases 
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CMV  Citomegalovirus 
COX  Ciclooxigenasa 
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MAF  Herbario de la Facultad de Farmacia 
MEM  Medio Esencial Eagle 
µg  Microgramos 
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mg  Miligramos 
M  Molar 
MTT  Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium 
nm  Nanómetros 
NMDA  N-Metil-D-Aspartato 
NO  Óxido Nítrico, “Nitric Oxide” 
NOS  Óxido Nítrico Sintasa, “Nitric Oxide Synthase” 
PAF  Factor Activador de Plaquetas 
PBS  Suero bovino fetal 
Pm  Peso molecular 
P/V  Peso/Volumen 
PC  Phoradendron crassifolium 
PS  Polisacáridos sulfatados 
Rf  Factor de retención 
RMN  Resonancia magnética nuclear 
SB  Satureja boliviana 
SEC  Cromatografía de exclusión molecular, “size exclusion chromatography 
SIDA  Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
TARGA Terapia antirretroviral de gran actividad 
TFA  Trifluoroacético 
TI  Transcriptasa inversa 
TL  Tuberaria Lignosa 
TNF-  Factor de necrosis tumoral  
Ufp  Unidades formadoras de placa 
UV  Ultravioleta  
UV/Vis  Utravioleta-Visible 
VHS  Virus Herpes Simple 
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Introducción 
 
    Los virus son los responsables de aproximadamente el 20% de las enfermedades 
del mundo, de ellos, los retrovirus, representan casi el 8-10 %. El empleo de 
compuestos antivirales en la quimioterapia y quimioprofilaxis de las enfermedades 
virales es una adquisición relativamente reciente, sobre todo si se compara con la 
experiencia de más de sesenta años de quimioterapia antibacteriana. Como 
consecuencia, el actual armamento antiviral es todavía pequeño y limitado al 
tratamiento de unos pocos virus específicos, además de ser fármacos en general muy 
tóxicos por ello, la búsqueda de nuevos agentes antivirales esta plenamente 
justificada. 
Las plantas han sido utilizadas desde siempre como remedios populares para curar 
enfermedades y dolencias. La peculiaridad y complejidad de los metabolitos 
secundarios de las plantas, hacen que cada especie vegetal, constituya un potencial 
arsenal terapéutico de nuevos fármacos . Estructuras químicas tan diversas como 
proteínas, terpenoides, cumarinas, xantonas, alcaloides, flavonoides, taninos y 
polisacáridos, pueden ser elaboradas por especies tan alejadas filogenéticamente 
como algas, Gimnospermas y Angiospermas. 
En Marzo de 1988, a instancias de la Organización Mundial de la Salud (WHO), de la 
Unión para la Conservación del Mundo (IUCN), y de la Fundación Mundial de la 
Naturaleza (WWF), tuvo lugar en Chiang Mai, Thailandia, la Conferencia Internacional 
sobre la Conservación de las Plantas Medicinales. De ella, emanó la Declaración de 
Chiang Mai, donde se reafirmaba el uso esencial de las plantas en cuidados primarios 
de salud, se advertía, de las consecuencias de la pérdida de biodiversidad vegetal, de 
la extinción de las plantas medicinales por la destrucción de su hábitat y el desarrollo 
no sostenible, de la pérdida de  posibles nuevos fármacos, de la pérdida de culturas 
indígenas, y de la necesidad de cooperación internacional. (Leaman et al., 2001) 
En la actualidad, se siguen tres criterios diferentes en la búsqueda de plantas que 
sean potencialmente útiles para la industria farmacéutica. El primero de los métodos 
consiste en una selección de especies al azar en una región determinada, sin tener en 
cuenta ni sus afinidades taxonómicas, ni sus usos tradicionales. Este tipo de búsqueda 
sin dar excesivos éxitos permitió el descubrimiento del taxol. Los otros dos métodos se 
incluyen en los denominados “dirigidos”. En las búsquedas de tipo filogenético se 
intentan localizar plantas que estén emparentadas con plantas conocidas por tener 









Solanáceas, Apocináceas o Euforbiáceas contienen sustancias interesantes, se 
buscan otras especies diferentes de la misma familia haciendo la suposición previa 
que tendrán compuestos activos semejantes. En las búsquedas de tipo etnobotánico 
se escogen plantas usadas por las culturas locales para su estudio. La etnobotánica 
nos permite conocer toda clase de información acerca del uso sobre las plantas, 
actualmente muchas de ellas son recolectadas por etnobotánicos que investigan los 
posibles recursos de las mismas como agentes antimicrobianos, antitumorales y su 
posible acción sobre el sistema inmunológico. Este material vegetal no constituye 
simplemente un reservorio de sustancias y principios activos con actividad 
farmacológica (antiparasitaria, insecticida, antifúngica ó antibacteriana por mencionar 
alguna) sino también un gran potencial para transformar por hemisíntesis las 
moléculas aisladas activas en análogos más efectivos. 
    Numerosos estudios han documentado la importancia y el potencial de los 
productos naturales y de las plantas medicinales en el descubrimiento y desarrollo de 
fármacos en las décadas de los años 80, 90 (Henkel et al., 1999), (Cragg et al., 1997). 
Durante los últimos 10-15 años, la industria farmacéutica relegó los estudios con 
materiales vegetales haciendo mas hincapié en los estudios de química combinatoria 
de librerías de compuestos. Y aunque es verdad que  estos métodos han sido usados 
con éxito en el desarrollo de nuevos fármacos, sin embargo muy pocos se identifican 
de novo (Newman & Cragg, 2007).  Pero aun así, en el área de los antiinfecciosos, la 
incidencia de moléculas aprobadas desde productos naturales, origen microbiano 
fundamentalmente, es muy superior al de otras áreas farmacológicas.  La falta de 
nuevas moléculas registradas, con la denominada crisis de nuevas moléculas 
patentables, si además, añadimos la pérdida de patentes por parte de la industria 
farmacéutica y el desarrollo de poderosas herramientas analíticas basadas en 
genómicas, proteómicas, bioinformática y otras biotecnologías y la unión con robustos 
estudios etnobotánicos y etnofarmacológicos desde las Medicinas tradicionales han 
revitalizado los estudios con plantas medicinales (Ngo et al., 2013)  (Kinghorm et al., 
2011), (Li & Vederas et al., 2009). 
    Estudios realizados por diferentes grupos de investigación, ponen de manifiesto la 
eficacia de los extractos vegetales en el tratamiento de las infecciones víricas, 
habiendo sido aprobado en 2006 por la FDA un extracto de té verde enriquecido en 
catequinas para el tratamiento de las verrugas genitales (Chen et al., 2008), (Polansky 
& Itzkovitz, 2013) 
    La investigación básica con plantas en la búsqueda de nuevas moléculas capaces 
de formar parte del arsenal terapéutico, es responsabilidad junto con otros, de los 
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Departamentos de Farmacología de las Facultades de Farmacia. Actualmente, una de 
las líneas de investigación que se sigue en nuestro Departamento va encaminada a 
identificar plantas con actividad antiviral y antiinflamatoria, así como al aislamiento y 
elucidación de aquellos principios activos que pudieran ser responsables de estas 
actividades. 
     Las plantas que se investigan en la presente Tesis Doctoral  surgen de los 
resultados previos positivos que obtuvimos de actividad antiviral  con los extractos de 
partida, cuyas experiencias fueron desarrolladas al amparo de un proyecto de 
investigación concedido en 1998 por la Comunidad Autónoma de Madrid (CAM) dentro 
del campo de las Ciencias de la Salud titulado “Actividad frente al virus de la 
inmunodeficiencia humana y citomegalovirus de fitofármacos y plantas medicinales de 
la CAM, Bolivia y Ecuador”.  Este proyecto incluyó plantas procedentes de la 
Península Ibérica y plantas procedentes de América del Sur; en concreto, se 
incluyeron plantas de origen ecuatoriano y boliviano que se incorporan a nuestro 
departamento dentro del programa CYTED (Ciencia y Tecnología para el Desarrollo) 
en el marco del 5º Centenario del Descubrimiento de América, establecido entre 
Hispanoamérica y España. Todo este material vegetal ha sido objeto de estudio en 
proyectos de Cooperación subvencionados por la Agencia Española de Cooperación 
Internacional desde el año 2005 ininterrumpidamente hasta 2012. 
    Las especies incluidas en el presente trabajo son: Satureja boliviana  Benth., 
(Lamiaceae),  Phoradendron crassifolium Urban., (Loranthaceae), y Tuberaria lignosa 
(Sweet) Samp., (Cistaceae). Esta última, seleccionada en base a la pertenencia del 
proyecto citado y al proyecto Actividad anti-VIH  in vitro  de plantas españolas, familia 
Cistaceae. Aislamiento de principios activos financiado en el 2004 por la  Comunidad 





























El objetivo principal de este trabajo persigue el descubrimiento, obtención y 
caracterización de nuevos compuestos naturales de origen vegetal frente a virus, 
selectivamente frente a VIH, y en concreto agentes antivirales dirigidos a etapas 
tempranas del ciclo de replicación, con baja toxicidad y potencial uso como agentes 
terapeúticos. 
 
Para intentar dar respuesta a estas cuestiones realizaremos: 
 
1. Determinación de la eficacia in vitro de nuevos agentes antivirales frente a una 
batería de virus representativa, de dos especies Bolivianas y una Española, 
Satureja boliviana, Phoradendron crassifolium y Tuberaria lignosa, 
respectivamente. 
2. Fraccionamiento de los extractos activos frente a virus, aplicando técnicas 
específicas para el aislamiento de polisacáridos  
3. Determinación del perfil toxicológico tanto de los extractos activos, como de las 
fracciones activas aisladas 
4. Determinación in vitro de la actividad anti-inflamatoria a través de la evaluación de 
mediadores de la inflamación 
5. Aislamiento y elucidación estructural de las fracciones activas frente a virus 
6. Determinación de la eficacia in vitro en etapas tempranas del ciclo de replicación, 
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    Los virus constituyen el grupo de agentes infecciosos de menor tamaño. Son 
parásitos intracelulares estrictos y presentan una estructura y un mecanismo de 
replicación elemental. La estructura más simple está constituida básicamente por un 
solo ácido nucléico, rodeado de una cubierta proteica, y pueden presentar además una 
envoltura. Por otra parte, los virus no son sensibles a los antibióticos que actúan en 
etapas específicas del metabolismo de las bacterias.  
2. Morfología y estructura 
    El virión o partícula vírica, consiste en un genoma de ácido nucléico envuelto por 
una cubierta protéica o cápside, que constituye la nucleocápside y que puede estar 
“desnudo” o “envuelto”por una cubierta. El virión puede contener también enzimas 
esenciales u otras proteínas. 
Los virus más simples consisten en ácido desoxiribonucleico (ADN) que puede ser 
monocatenario o bicatenario, lineal o circular, o ácido ribonucleico (ARN), que puede 
ser de sentido positivo(+), negativo(-), bicatenario(+/-), o ambisentido (regiones 
positivas y negativas unidas). 
 La cápside es una estructura protéica compuesta por subunidades que proporcionan 
protección y vehículo de transporte para la transmisión del virus de un huésped a otro, 
y para la propagación interna hasta la célula diana, su alteración y eliminación. La 
envoltura es una membrana compuesta de lípidos, proteínas y glucoproteínas. Esta 
estructura solo puede ser mantenida en soluciones acuosas. Se rompe con facilidad 
por desecación, acidez, detergentes y éter; esto inactiva el virus. Los virus con 
envoltura se mantienen en estado húmedo y se transmiten habitualmente a través de 
fluidos, gotitas respiratorias, sangre y  tejidos; en cambio, los virus desnudos son 
resistentes a desecación, detergentes y ácidos, se transmiten sobre todo vía fecal-oral 
y se propagan incluso en aguas residuales.(Strauss et al., 2008). 
2.1    Virus sin envuelta 
    La cápside se forma por el ensamblaje químico de proteínas individuales que dan 
lugar a unidades progresivamente mayores, como son los protómeros, capsómeros y 
por último protocápside o cápside reconocible.  
Las estructuras más simples son simétricas y son formaciones helicoidales (mosaico 
de tabaco) e icosaedros (picornavirus y parvovirus). 
Las unidades protéicas se unen para formar capsómeros, que hacen relieve en la 
superficie de la partícula. Los icosaedros por lo general resultan de la agrupación de 
cinco unidades en los vértices, donde confluyen cinco triángulos y se forman doce 
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capsómeros pentámeros o pentones, número que se mantiene constante. Los 
capsómeros son estructuras huecas, con forma esferoidal (adenovirus) o más 
frecuentemente de prisma (herpesvirus).  Algunos virus icosaédricos y los de 
estructura más compleja pueden contener debajo de la cápside una nueva proteína 
interna, que en la mayoría de los virus no presenta estructura definida.(Strauss, JH et 
al 2008). 
2.2    Virus con envuelta 
    Los herpesvirus, togavirus y poxvirus son ejemplos de virus con envuelta que 
difieren en cuanto a forma, tamaño y complejidad. 
La envoltura del virión es de naturaleza proteica-lipídica y puede estar dotada de 
proyecciones o espículas de glicoproteínas, las cuales en su mayoría actúan como 
proteínas de adherencia vírica (PAV) capaces de unirse a estructuras de células 
diana.(Strauss et al., 2008) 
3. Ciclo de replicación 
    La célula huésped actúa como “fábrica” que proporciona los sustratos, energía y 
maquinaria necesarios para la síntesis de proteínas. Los procesos no proporcionados 
por la célula deben estar codificados en el genoma del virus. El resultado de la 
competencia entre el virus y la célula por la maquinaria biosintética, determina el 
destino de la célula afectada y la naturaleza de la infección vírica. 
Los pasos en la replicación se repiten en todos los virus y son: 
3.1   Reconocimiento y adherencia a la célula diana 
    Se produce una interacción entre las PAV y determinados receptores en la célula; 
esto va a determinar si la célula puede o no ser infectada. La célula diana define el 
tropismo tisular (virus neurotrópicos o linfotrópicos). 
3.2    Penetración 
    Después de múltiples interacciones, se inicia la internalización del virus, que 
depende de la estructura del virión y del tipo de célula. Los virus con envoltura 
generalmente entran por endocitosis mediada por receptor, que es un proceso celular 
normal para captar hormonas, lipoproteínas etc. También puede fundirse la envoltura 
con la membrana y se pone en contacto la nucleocápside directamente con el 
citoplasma. El pH juega un papel importante y es un factor determinante para la fusión 
del virus. 
3.3   Denudación 
    Una vez dentro de la célula, la nucleocápside ha de llegar al lugar de replicación y 
perder la cápside o envoltura. El genoma de los virus ADN (excepto poxvirus), debe 
introducirse en el núcleo, mientras que la mayoría de los virus ARN permanecen en el 
  Revisión Bibliográfica .Virus      
 




citoplasma. El proceso se inicia por adhesión al receptor y es favorecido por el medio 
ácido de las proteasas incluidas en los lisosomas o endosomas. 
3.4   Transcripción y replicación del genoma vírico 
    La transcripción, la traducción y la replicación del genoma vírico son los pasos más 
importantes, en los que los virus deben fabricar ARN mensajero, (ARNm), proteínas y 
una copia idéntica de su genoma. Una vez introducido el genoma vírico, debe ser 
transcrito en ARNm funcionales, capaces de unirse a ribosomas y ser traducido en 
proteínas. El mecanismo depende de la estructura del genoma y el lugar de 
replicación. 
3.5   Maduración 
El fenómeno de maduración o integración es poco conocido. Se sabe que las 
proteínas virales deben transportarse a ciertas áreas de la célula donde se inicia la 
formación del nucleocápside.  
La adquisición de la envoltura ocurre después de asociarse la nucleocápside con 
regiones de la membrana celular modificadas por glucoproteínas víricas. Conforme se 
producen más interacciones, la membrana rodea la nucleocápside y el virus sale de la 
membrana por gemación.  
Durante el ensamblaje se producen errores, como que se originan viriones vacíos y 
otros con genomas defectuosos.  
3.6   Liberación 
    Los virus pueden ser liberados desde las células por lisis celular, exocitosis o 
gemación desde la membrana plasmática. Los virus con cápside desnuda se liberan 
después de la lisis de la célula. La liberación de algunos virus con envoltura se 
produce tras gemación desde la membrana plasmática. 
En los virus que son liberados por gemación, el lugar donde ésta se produce lo 
determina el tipo de genoma y la secuencia proteínica de las glucoproteínas. La 
mayoría de los virus ARN salen por gemación desde la membrana plasmática, y el 
virus es liberado de la célula al mismo tiempo. 
Los virus liberados al medio extracelular son responsables de nuevas infecciones, 
aunque también por fusión célula-célula y por transmisión vertical del genoma a las 
células hijas, se difunde la infección. Algunos herpesvirus, retrovirus y paramixovirus 
son capaces de inducir la fusión intercelular para crear elementos gigantes 
multinucleados (sincitios). Los retrovirus pueden transmitir verticalmente la copia 
integral del genoma a las células hijas durante la replicación celular. 
4. Patogenia  
La infección vírica de una célula puede conducir a tres resultados: 
 Infección fracasada o abortiva 
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 Muerte celular o infección lítica 
 Multiplicación vírica sin muerte celular o infección persistente no lítica.  
        La replicación del virus inicia cambios en las células que conducen a citolisis, 
modificación de las propiedades funcionales o en las características antigénicas de las 
células. Los efectos pueden deberse a la utilización de la maquinaria celular para 
obtener macromoléculas, a la acumulación de proteínas y partículas víricas, o a la  
incorporación de glucoproteínas a las membranas. 
1. Virus del Herpes Simplex 
1.1 Introducción  
    La familia Herpesviridae está constituida por virus ADN de doble envoltura originada 
en la membrana nuclear de la célula huésped, una cápside y un ADN bicatenario.  El 
Virus del Herpes Simple (VHS) pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia 
Herpesvirinae, género Simplexvirus.  
La familia de herpesvirus que afecta a los humanos consiste en ocho especies 
separadas : Virus Herpes Simple 1 (VHS-1), Virus Herpes Simple 2 (VHS-2), Varicela 
Zoster Virus (VZV), Citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr Virus (EBV), Virus del 
Herpes Humano 6 (VHH-6), Virus del Herpes Humano 7  (VHH-7) y Virus del Herpes 
Humano 8 (VHH-8). (Chisholm & Lopez, 2011). 
 
Diferencias entre Herpesvirus Humanos 
Herpesviridae Célula diana Foco 
latencia 





tipo 1 (VHS-1) 
Mucoepitelial Neuronas Contacto intimo Variados Rápido  
Herpes simple 
tipo 2 (VHS-2) 
Mucoepitelial Neuronas Contacto intimo Variados Rápido 
Varicela Zoster 
(VVZ) 

























Tabla 1. Principales herpesvirus de importancia humana y sus diferencias . Adaptado de Pumarola et al., 1995; Murray 
et al., 2009. 
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Aunque los herpesvirus suelen causar enfermedad benigna, pueden provocar 
morbilidad y mortalidad significativas, sobre todo en neonatos, e individuos 
inmunocomprometidos. Los VHS a menudo causan infección orofaríngea, infección 
dermatológica, infección genital y oftálmica. También inducen meningitis y encefalitis, 
especialmente en neonatos y niños. El VHS puede infectar el sistema nervioso central 
y causar infección latente de por vida. La recurrencia da lugar a lesiones persistentes y 
severas, que son refractarias a tratamientos repetitivos con quimioterapia, o en 
inmunocomprometidos, tales como pacientes con Síndrome de Inmunodeficiencia 
Adquirida (SIDA) o pacientes transplantados.(Wang et al., 2010)  
Los dos tipos de virus, VHS 1 y 2, comparten muchas características, como es la 
homología en su ADN, determinantes antigénicos, tropismo tisular y síntomas de la 
enfermedad. Aunque históricamente, herpes labial y herpes genital se han asociado 
con HSV-1 y HSV-2, respectivamente, recientes investigaciones han descrito que 
estos virus se están presentando más frecuentemente en determinados grupos de 
población. (Roberts et al.,  2003).  
 
1.2.Estructura del virión  
    Tienen ADN lineal de doble hebra, encerrado en una cápside icosahédrica, 
tegumento proteínico y envuelta lipídica. (Chisholm & Lopez, 2011). La partícula vírica 













Los herpesvirus codifican varias glucoproteínas con funciones de adherencia, fusión y 
escape inmune. El espacio entre envoltura y cápside es el tegumento que contiene 
proteínas y enzimas víricos Como todos los virus con envoltura, son sensibles a los 
ácidos, solventes, detergentes y a la desecación. 
Figura 1. Esquema de un VHS tipo 1 .Roberts, et al.,  2003 
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    1.3 Ciclo replicativo  
     La vía principal de penetración es la fusión con la membrana superficial de la 
célula. El virión libera una proteína que favorece la iniciación de la transcripción de 
genes. La nucleocápside se libera en el citoplasma, al fundirse la envoltura con la 
membrana plasmática, o con las membranas vesiculares. La nucleocápside se une 
con la membrana nuclear y libera el genoma en el núcleo, donde se produce la 
transcripción y replicación. (Díaz-Ramón et al., 2008) 
Tras la adsorción y penetración del virus, éste pierde su envoltura y penetra en el 
núcleo. El  ADN libre comienza a codificar la síntesis de los ARMm virales. Éste dirige 
la síntesis de tres proteínas de unión a ADN, importantes para la transcripción de los 
genes), Aunque el ciclo de replicación ofrece muchas oportunidades para el desarrollo 
de estrategias antivirales, la única diana de éxito en la terapia antiherpética sigue 













1.5. Patogenia  
La transmisión generalmente se produce por contacto oral directo en el VHS-1, y 
por contacto genital, orogenital o genitoanal en el VHS-2. La infección perinatal es 
posible en ambos virus. El periodo de incubación varía de dos a doce días. 
La localización más común del cuadro por VHS-1 se halla en boca y labios; la 
replicación acontece en células epiteliales, hasta que se desarrolla la erupción en 
superficies en forma de vesículas y úlceras confluentes o no, más o menos dolorosas 
y molestas, que pueden persistir hasta dos semanas; a menudo afecta también a 
folículos  pilosos y glándulas sebáceas, pudiendo provocar una foliculitis. (Chisholm & 
Lopez, 2011). El virus asciende por los nervios sensoriales periféricos, localizándose 
latente en los nervios sensoriales de la raíz dorsal de la mandíbula o ingle; más tarde, 
puede descender hasta los nervios provocando brotes adicionales. La fiebre y la 
Figura 2.  Ciclo de replicación del VHS, Murray et al., 2009  
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adenopatía cervical suelen acompañar la lesión mucosa. En niños, las vesículas 
aparecen en labios, mejillas, lengua y paladar; en adultos, puede además aparecer 
una intensa faringitis o amigdalitis, similares a las producidas por estreptococos β-
hemolíticos.  
Entre las causas de reactivación de estos virus, se encuentran estímulos inespecíficos, 
tales como infecciones febriles, traumatismos, radiaciones solares o ultravioletas, 
neurectomías, modificaciones hormonales e incluso shocks emocionales. 
Esta aceptado en la literatura, que el VHS es un factor implicado en enfermedades 
orales. Se ha sugerido que VHS-1 esta asociado con ulceraciones repetitivas en la 
boca o aftas, que pueden desembocar en una gingivoestomatitis, cuando el virus 
alcanza la orofarige. 
 
2. Virus de la polio 
2.1. Introducción 
 
    Pertenece a la familia Picornaviridae, que incluye Enterovirus y Rinovirus. Los 
picornavirus producen en el hombre enfermedades como parálisis grave, meningitis 
aséptica, pleurodinia, miocarditis, hepatitis, lesiones cutáneas vesiculares y 
exantematosas, etc. (Pumarola et al., 1995),(Romero et al.,2008),(Murray et al., 2009). 
El virus de la polio es el agente causante de la poliomielitis, enfermedad infecciosa 
aguda que en su forma grave afecta al sistema nervioso central y produce destrucción 
de las motoneuronas dando lugar a una parálisis fláccida. 
 
2.2 Estructura del virión 
    El virión está constituido por una cápside icosaédrica de 60 subunidades regulares o 
protómeros. Cada protómero está constituido por cuatro polipéptidos: VP1, VP2, VP3 y 
VP4.. El genoma está constituido por ARN lineal de tira sencilla y sentido positivo 
(ARN+). El genoma es infeccioso por si mismo, y puede iniciar la replicación del virus. 
(Strauss et al 2008) 
 
 
Figura 3.Estructura del virión de 
Poliovirus. Strauss et al .,2008 
  Revisión Bibliográfica .Virus      
 




2.3. Ciclo replicativo  
    La proteína VP1, contiene una estructura en forma de cañón por donde se une el 
receptor. El sitio de unión está protegido de los anticuerpos del huésped, 
constituyendo un sistema de escape del sistema inmunitario del huésped. 
Tras la unión con el receptor, se libera VP4 que debilita el virión. El virus es 
internalizado por endocitosis. Se producen cambios conformacionales en el virión que 
desemboca en la liberación de ARN viral al citoplasma. El genoma ARN+ se une a los 
ribosomas, desde donde inicia su replicación, sintetizando los componentes 
necesarios para formar viriones nuevos; es decir, la nueva progenie viral. El ARN viral 
tiene capacidad para replicarse y para funcionar como ARN mensajero, traduciéndose 
a la gran proteína, llamada poliproteína, utilizando la mayoría del genoma 
(aproximadamente el 90%). Esta poliproteína es el precursor de las proteínas víricas. 
La poliproteína inmediatamente se rompe, por acción de las proteasas, y da lugar a 
proteínas más pequeñas; cuatro estructurales que forman la nucleocápside y otras que 
no son estructurales, y no forman parte del virión, pero son necesarias para la 
replicación viral y para inhibir la síntesis de componentes celulares. Entre las proteínas 
no estructurales está la ARN polimerasa vírica, que será la encargada de dirigir la 
síntesis de las cadenas nuevas del genoma viral, el VP la sintetiza porque en la célula 
no existe ninguna enzima con esa actividad. 
 
Por acción de la ARN 
polimerasa vírica, cada molécula 
del ARN positivo vírico se copia 
a una cadena complementaria 
de ARN negativo, que será 
utilizado como molde para volver 
a ser copiado a una cadena 
nueva de ARN positivo. De esta 
forma, la información genética 
es copiada íntegramente 
originando cadenas casi 
idénticas nuevas del genoma 
viral original. Este ciclo se repite 




Figura 4. Ciclo de replicación del virus de la Polio.                
www.viriomedica.blogspot.com 
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El virus ingresa por vía digestiva replicándose en la mucosa intestinal, y se 
disemina por el tejido linfático. Más tarde, penetra en el torrente circulatorio e invade 
todos los órganos; en la mayoría de casos se detienen en ese punto pero, según la 
virulencia de la cepa y la susceptibilidad del huésped, el virus se extiende hasta la 
médula espinal o tronco cerebral, donde infecta y destruye neuronas provocando 
parálisis. La muerte de las neuronas motoras trae como consecuencia la pérdida de la 
inervación y la función motora de las fibras musculares, apareciendo de esta manera 
la parálisis flácida. 
Posteriormente, viene la fase de recuperación en la que aparecen nuevos brotes 
axonales de las neuronas motoras vivas, La apariencia final de las secuelas 
tempranas en el paciente depende directamente de la eficacia de este proceso de 
recuperación.  
El virus de la polio sólo infecta al ser humano, y todos los grupos de edad son 
susceptibles, no obstante, a medida que han avanzado los esfuerzos de erradicación 
por  parte de la Organización Mundial de la Salud (OMS), han disminuido las bolsas de 
infección activa, en todo el mundo.  
 
3. Virus de la estomatitis vesicular 
3.1.Introducción 
    El virus de la estomatitis vesicular (VSV, del inglés “Vesicular Stomatitis Virus”) 
pertenece a la familia Rabdoviridae, que incluye especies patógenas para mamíferos, 
peces, aves y plantas. Pertenece al género Vesiculovirus y es propio del ganado 
(caballos, gatos, cerdos); en humanos se da en zonas rurales y produce síntomas 
similares a la gripe.  
El virus más importante de ésta familia por su acción patógena, es el virus de la rabia, 
que ha estado produciendo muertes hasta la introducción de la vacuna por Pasteur.  
El virus de la rabia y el VSV comparten muchas propiedades bioquímicas y 
morfológicas. Debido a que el VSV replica con gran rapidez en cultivos celulares y es 
fácilmente purificable, se ha estudiado minuciosamente. Puesto que ambos tienen 
características comunes, el VSV se considera un modelo para la discusión de la 
estructura y replicación del virus de la rabia. 
3.2. Estructura del virión  
    Presenta forma de proyectil y una envoltura con espículas o puntas, compuestas por 
un trímero de glucoproteínas, proteína G o proteína de adherencia vírica generadora 
de anticuerpos neutralizantes. La nucleocápside, que es helicoidal, se enrolla de forma 
simétrica en una estructura parecida a un cilindro; esto le da un aspecto estriado.  
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La nucleocápside se compone de una molécula de ARN monocatenario negativo, 
una nucleoproteína (N), una proteína grande (L) y proteínas no estructurales (NE). Por 
último, aparece la proteína de la matriz (M), situada entre la envoltura y la 
nucleocápside.. 
 
3.3.Ciclo replicativo  
    La adsorción está mediada por la unión de la proteína G con la célula huésped, y la 
penetración se efectúa por endocitosis. El pH ácido de la vesícula induce la fusión de 
la envoltura vírica con la membrana plasmática. 
Durante la replicación vírica, aparecen masas de nucleocápsides como cuerpos de 
inclusión citoplasmáticos, denominados corpúsculos de Negri, que se identifican por 
inmunoflorescencia específica. 
El ensamblaje se produce en dos fases: ensamblaje de la nucleocápside en el 
citoplasma, y envoltura y liberación en la membrana plasmática celular, la salida del 




    La infección se adquiere por la mordedura o contacto con  secreciones de un animal 
rabioso, en un periodo prodrómico típico de cuatro días. El rabdomiovirus es 
transportado por los nervios periféricos al sistema nervioso central, donde se replica 












   Figura 5.   Esquema de una partícula del VSV. Murphy et al., 1995. 
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rabia paralítica, se observa una notable inflamación y necrosis del tronco cerebral y 
médula espinal. Al cabo de dos semanas, sobreviene el estado de coma y muerte. 
Los individuos no vacunados que se infectan, no producen el número suficiente de 
anticuerpos a tiempo para prevenir la infección y la muerte. Los anticuerpos pasivos y 
la vacunación forman parte del tratamiento postexposición. 
 
4. Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
4.1. Introducción 
 
    El VIH (acrónimo de Virus de Inmunodeficiencia Humana) es el virus causante del 
síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Según el Comité Internacional de 
Taxonomía de Virus, el VIH se incluye en el género Lentivirus, encuadrado en la 
subfamilia Orthoretrovirinae de la familia Retroviridae.  
El SIDA junto con la neumonía, es una de las enfermedades infecciosas con mayor 
índice de mortalidad. Hasta hace pocos años, era la principal causa de muerte en 
personas de 25-45 años, y es la primera causa de muerte en países como Namibia, 
Botswana, Mozambique, Leshoto, Malawi, Sudafrica y Zambia.(con mas del 10% de 
los adultos infectados) (de Cock et al., 2012). El número de huérfanos debidos al SIDA 
en África subsahariana, se incrementó de 6,5 millones en 2001, a 11,7 millones en 
2007 (Smith JH et al., 2010). Desde el inicio de la epidemia, se han notificado en 
España un total de 77.953 casos de SIDA. En 2008, 33,4 millones de personas en el 
mundo vivían con SIDA, y ese mismo año se registraron 2,7 millones más. En España, 
se diagnosticaron 1.342 casos de SIDA; tras alcanzar su cenit en la década de los 90, 
el número de casos ha ido disminuyendo, gracias a la cobertura de nuevos 
tratamientos antirretrovirales, pero a pesar de ello España sigue siendo uno de los 
países con mayor incidencia de SIDA en Europa Occidental. 










Figura 6. Viriones del 
VIH-1 ensamblándose en 
la superficie de un 
linfocito. www.cdc.gov  
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Los retrovirus están constituidos por un ARN que se copia en ADN bicatenario para 
integrarse en el núcleo de la célula huésped; por lo tanto, su material genético es ARN 
en la partícula viral y ADN cuando se encuentran en la célula que infectan. El proceso 
de conversión de ARN en ADN es una característica principal de los retrovirus que se 
lleva a cabo mediante acciones enzimáticas secuenciales; la propiedad de replicarse a 
través de la transcripción inversa les da su nombre, pero esta propiedad la comparten 
otros virus animales, como los que producen la hepatitis B y virus vegetales. 
4.2. Estructura del virión 
    El VIH es una partícula esférica con un diámetro entre 80 y 110 nm de diámetro. 
Esta partícula presenta tres capas concéntricas:  
La capa interna contiene una especie de nucleoide similar a un cono truncado, 
constituido por dos copias de ARN monocatenario que forman el genoma del virus; 
estas copias de ARN monocatenario, se relacionan con dos moléculas de 
retrotranscriptasa (p64) y proteínas del nucleótido (p10), una proteasa (p32) y una 
integrasa. La capa intermedia es la nucleocápside icosahédrica constituida por una 
capa de una proteína denominada p17, y una capa interior de una proteína llamada 
p24.La capa externa o envoltura es una bicapa lipídica; está constituida por la 
inserción de 72 glucoproteínas del virus constituidas por gp120 y gp41, y por una alta 
concentración de proteínas celulares entre las que destacan antígenos de 
histocompatibilidad de clases I y II (HLA I y HLA II, del inglés “Human Leukocyte 
Antigen”). La gp41 es una molécula transmembrana que cruza la bicapa lipídica de la 









Figura 7. Dibujo de la estructura del virión en VIH. www.taringa.net 
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El genoma del VIH-1 es un ARN de cadena única o monocatenario, constituido por dos 
hebras idénticas de 9,8 kb y de polaridad positiva, que posee diferentes genes que 
codifican distintas proteínas. 
Existen genes encargados de 
codificar los componentes de la 
partícula vírica gag, pol y env, 
(genes estructurales) y de regular 
la expresión de los mismos tat, rev 
y nef (genes reguladores). 
Los tres genes principales que 
codifican las proteínas respectivas 
correspondientes a los antígenos 
internos, son comunes a todos los 
retrovirus y son los que se 
denominan gag (de grupo), pol 
(polimerasas) y env (envoltura).     
De los genes estructurales, el gen gag codifica las proteínas del core (proteínas 
internas de la nucleocápside), el gen pol codifica, fundamentalmente, las enzimas 
como la transcriptasa inversa (TI), proteasa (PR), integrasa (IN) y ribonucleasa, y el 
gen env  codifica las proteínas para la unión de CD4 y fusión de membranas, es decir, 
las proteínas de la envoltura vírica. Entre las funciones principales del gag ,se 
encuentra la de constituir la mayor parte de la estructura del virión participando en la 
síntesis de ADN y su integración, además de contribuir al ensamblaje de las partículas 
víricas y su salida de la célula. El gen pol participa en la síntesis de ADN y su 
integración en el genoma celular, mientras que el env participa en la asociación y 
entrada del virus en la célula, por lo que se considera como el antígeno de entrada. 
    Entre las proteínas reguladoras las más importantes son las Tat y Rev que son 
esenciales para la replicación del virus; la Tat actúa como transactivadora de todas las 
proteínas y la Rev como procesadora del ARNm y su transporte selectivo en el 
citoplasma. 
Uno de los principales elementos que intervienen en la regulación de la transcripción 
viral es el llamado factor nuclear kappa B (NF-kB, del inglés “Nuclear Factor-κB”) que 
son una familia de proteínas que regulan la transcripción de varios genes celulares 
implicados en los procesos de activación y reconocimiento inmunes. Este factor no 
existe en forma activa en los linfocitos CD4 en reposo y es inducido sólo en los 
procesos de activación inmune. 
Figura 8. Genes implicados en codificar los componentes de la 
partícula vírica. www.maph49.galeon.com 
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Se ha descrito que los cuatro genes, nef, vif, vpu y vpr, están implicados en varios 
aspectos de la evasión del sistema inmune innato y adaptativo; además, esta 
inmunomodulación viral de genes ha sido reconocida para otros virus como 
herpesvirus y poxvirus,  tanto en cultivos celulares in vitro, como en infecciones 
naturales in vivo. (Malim, &  Emerman, 2008). En definitiva, estas proteínas accesorias 
modifican el entorno local sin infectar  células, para asegurar la persistencia viral, así 
como su replicación, diseminación y transmisión.  
4.3. Ciclo biológico 
El ciclo biológico del VIH se divide en dos fases:  temprana que acaba con la 
integración del ADN proviral en el genoma de la célula hospedadora, y la fase tardía 
que implica la transcripción del genoma viral y la generación de la progenie viral. La 
adsorción de la partícula viral, fusión, internalización, decapsidación, transcripción 
inversa e integración formarían la fase temprana, mientras que latencia, expresión 
temprana de genes reguladores, expresión tardía de genes estructurales  y 
enzimáticos, morfogénesis y salida de la partícula viral, la fase tardía. (Greene, et al., 
1991). 
Para que el VIH penetre en la célula, se debe producir la fusión de las membranas 
viral y celular. La entrada del VIH-1 en la célula se produce por la interacción del virus 
con al menos dos tipos de receptores. El receptor específico y común a todos los VIH-
1 es una proteína que se encuentra en la superficie de las células diana, y que se 
denomina molécula CD4. Se cree que esta molécula CD4 (no es lo mismo que linfocito 
CD4) es específica y eficiente, ya que la afinidad de la gp120 viral por la CD4 es 
mayor que la afinidad de ésta por su ligando natural, una molécula del HLA-II. 
 Las principales células que poseen este 
receptor son los linfocitos y los 
monocitos/macrófagos (CD4+), aunque 
'in vitro' otros tipos celulares pueden ser 
infectados por el VIH y no todos ellos 
poseen la molécula CD4 (CD4-). Los 
linfocitos CD8 no expresan en 
condiciones normales el receptor CD4, 
pero se sabe que tras la infección de 
determinados virus como el HHV-6, si 
pueden expresarlo. 
Figura 9.  Células susceptibles de infección por VIH-1. Color 
Atlas of Immunology. Burmester et al., 2003 
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Este reconocimiento no es posible sin ayuda de correceptores propios de las células 
susceptibles de ser invadidas; en el caso de los macrófagos son los CCR5, y en el 
caso de los linfocitos T, los CXCR4, que interactúan con la proteína superficial. 
Macrófagos y linfocitos T tienen en común su principal receptor: el receptor CD4. Este 
reconocimiento es condición obligada para que el virus llegue a penetrar en la célula, 







    Conocer la estructura de las proteínas env es crucial para entender el proceso de 
entrada del VIH en la célula huésped La gp120 y gp41 son sintetizadas como un 
polipéptido precursor, gp160, el cual es cortado durante el tránsito a la membrana 
celular. La subunidad gp120 de env media el ataque y presenta un elevado grado de 
variabilidad genética en HIV-1 aislados. La valoración de la secuencia aminoacídica de 
diferentes VIH-1 nos lleva a la identificación de 5 regiones variables  (V1-V5) y cuatro 
constantes (C1-C4) en gp120. El uso de los correceptores CCR5 y CCXR4 por VIH-1 
esta determinado por la secuencia de aminoácidos de gp120, especialmente de V3 y 
V1-V2., las regiones conservadas forman en core de gp120 y contienen muchos de los 
dominios críticos para unirse a las células huésped. En contraste, los dominios 
variables son localizados cerca de la superficie de gp120, con V1-V4 forman un bucle 
expuesto que es anclado a sus bases por puentes disulfuro (el bucle variable), junto 
con numerosos sitios de glicosilación, lo que provoca constantemente el desarrollo de 
epítopos para la respuesta inmune humoral. Pero su función no es estrictamente la 
evasión inmune: el bucle V1/V2 y particularmente V3 tienen un importante papel en la 
unión a los correceptores. La subunidad de env  gp41 codifica la maquinaria molecular 
que conduce a la fusión de la membrana. La proteína contiene un largo ectodominio 
extracelular, un ancla transmembrana y un largo dominio citoplasmático en el interior 
de la membrana del virión. El ectodomínio contiene un péptido hidrofóbico de fusión N-
terminal y dos dominios hepta-repetidos  (HR1 y HR2) que son críticos en el proceso 
de fusión. (Tilton & Doms, 2010) 
Figura 10. Correceptores presentes en las células T (CXCR4) y en los 
monocitos (CCR5). Inmunología de Kuby 2007 
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  La interacción inicial entre el VIH y la célula, puede ser facilitado por 
interacciones no específicas entre domínios con carga positiva en gp120, y 
proteoglicanos  con carga negativa en la membrana celular, o por interacciones 
específicas con lectinas de la superficie celular unidas a proteínas tales como DC-
SIGN. El primer receptor para HIV es CD4, un miembro de la superfamilia de 
inmunoglobulinas (IGs) que es expresado en monocitos, macrófagos, y en menor 
medida células T y células dendríticas. La interacción con CD4 ocurre en una 
estructura conservada de gp120. A diferencia de otras regiones de gp120, los sitios de 
unión con CD4 consisten es sitios altamente conservados y desprovistos de 
carbohidratos, propiedades que hacen de ello una lógica diana para los inhibidores de 
la unión 
En humanos, el correceptor primario del VIH-1 son los receptores de 
quimiocinas CCR5 y CCXCR4, miembros de la familia de receptores acoplados a 
proteína G (Figura 24). Estas proteínas están integradas en la proteína de membrana 
con siete hélices transmembrana, un término N-extracelular, y tres bucles 
extracelulares que forman un pequeño bolsillo. Esos receptores N terminales de 
 
Figura 11.  Mecanismo de entrada del VIH -Unión CD4-gp120 (sitios de unión color amarillo); unión de los 
correceptores (zonas grises ), gp120 sufre un cambio conformacional, CD4 induce epítopos que pueden 
unirse a receptores de quimocina, a continuación gp41 es liberado en una conformación fusogénica y sus 
hélices N-terminal y C-terminal forman una estructura que conduce a la aproximación de membrana viral y 
celular que acaban fusionándose. Esté et al., 2007. 
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quimiocinas contienen residuos de tiroxina sulfatada, y elementos en el interior y 
alrededor del bolsillo, que son críticos para la unión a gp120.  
El uso de un correceptor específico determina el tropismo celular del virus aunque, 
algunos VIH-1 pueden usar ambos, R5 y X4, entonces se dice que presentan un 
tropismo dual (D) (Figura 13). Desde hace 10 años, se han identificado numerosos 
cambios genéticos en CCR5, como polimorfismos que afectan a la probabilidad de 
infección por VIH, una delección del nucleótido 32 (CCR5 Δ32) se ha visto que reduce 
el riesgo de  adquirir la infección por VIH, e individuos homocigotos para CCR5  Δ32, 
están protegidos de infección inicial por VIH tras numerosas exposiciones. El genotipo 
CCR5 es un determinante mayor para la infección por VIH, y se ha observado que la 
mayoría de las cadenas de VIH aisladas de pacientes poco después de la infección 
primaria son  virus R5. (Kawamura et al., 2005) 
    A pesar de que in vitro no hay muchas diferencias en la infección por virus con uno 
de los dos tropismos, in vivo parece que la transmisión de la infección se produce por 
VIH R5 trópicos casi exclusivamente, mientras que el VIH X4 trópico sólo emerge en 
las fases tardías de la enfermedad. Este hecho parece ser debido a la fuerte 
implicación de las células presentadoras de antígenos, en concreto células dendríticas, 
que producen CXCL12 bloqueando la posible infección por VIH X4 trópicos y 
seleccionando por tanto la infección por VIH R5 trópico. (Gonzalez et al., 2010). 
Una vez que se han unido CD4- VIH y el correceptor esta comprometido, se produce 
un cambio conformacional en gp120  que se vuelve mucho mas flexible, permitiendo la 
exposición de dominios estructurales (regiones V3) que interaccionan con los 
correceptores de quimiocinas. Esto permite que gp41 se reoriente paralelo al virus y a 
Figura 12.  Receptores para la entrada  del VIH. Esté et al ., 2007. 
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la membrana celular y promueve los eventos que conducen a la fusión entre las dos 
membranas. A partir de ahora, el modelo presente para explicar la fusión asume un 
estado de transito intermedio en el cual gp41 espacia las dos membranas y forma una 
estructura compuesta de seis hélices (la región C-terminal se coloca sobre la N-
terminal) antes de la fusión, que sirve para acercar las membranas y posicionarlas 
permitiendo la fusión, la internalización de la nucleocápside del virus y la 
desencapsidación de su genoma (Este & Telenti, 2007; Permanyer et al., 2010; Tilton 
& Doms, 2010). 
    Han sido identificados receptores de lectina tipo C en macrófagos y células, 
dendríticas que a través de un mecanismo llamado trans-infección presentan el virus a 
los linfocitos T  CD4 facilitando la infección  (Lambert et al., 2008 ; Permanyer et al., 
2010) La interacción VIH-célula dendrítica esta mediada por los glicanos de gp120 y la 
lectina tipo C DC-SIGN. DC-SIGN es tetramérica y es específicamente reconocida y N-
conectada con oligosacáridos de manosa, a través de múltiples interacciones 
carbohidratos-proteína. (Martínez-Ávila et al., 2009). Éste mecanismo incrementa la 





Figura 13.  Tropismo celular.  Las células T naive son CXCR4+ y CCR5- y raramente infectadas por virus R5. R5 VIH-1 
son comúnmente transmitidas y persisten durante el curso de la infección pero pueden desarrollarse en poblaciones de 
virus de tropismo dual (D) o mezcla (M), y a X4 en estadios mas tardíos de la enfermedad. De los individuos naive 
tratados  12-19% tienen poblaciones D o M,  y menos del 1% son infectados con virus X4. En individuos tratados, del 
22.48% presentan poblaciones D o M, y 2-4% son infectados con X4. Esté et al ., 2007. 
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Actualmente, se esta estudiando otra posibilidad de infección del VIH, por 
medio de endocitosis, evidencias recientes sugieren que la endocitosis entre células 
libres y células asociadas a partículas virales podría ser efectiva dando lugar a  la 
introducción del virus y producir infección. Tales observaciones ponen de manifiesto la 
importancia de esta forma de entrada, como un mecanismo del sistema inmune para 
escapar del virus y de los inhibidores de la entrada (Permanyer et al., 2010). 
Tras la entrada, una vez en el citoplasma comienza la transcripción inversa o 
retrotranscripción (2) del ARN viral al ADN proviral, mediada por la TI del virión con 
actividad ARN polimerasa, y que conduce a la formación de la primera cadena del 
ADN a partir del ARN viral (ADN-). La perspectiva más aceptada hasta hace pocos 
años era que se producía la decapsidación, la retrotranscipción del ARN viral a ADN y 
su transporte al núcleo en los denominados complejos de preintegración. Sin embargo, 
algunos autores  sugieren que el complejo de preintegración incluye la cápsida, en el 
interior de la que se produce la retrotranscripción protegida de  las enzimas 
citoplasmáticas, y que sólo se pierde en las cercanías del núcleo. (Arhel et al., 2007). 
Figura 26.  Receptores y 
correceptores expresados 
en la mucosa. Kawamura 
et al., 2005 
 
Figura 27. Eventos 
iniciales durante la 
transmisión sexual de 
VIH. Kawamura et al., 
2005 
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    Parece ser que determinados factores celulares van a influir en este proceso; es el 
caso de TRIM5 capaz de promover la ubiquitinación de la cápsida y por tanto su 
degradación, o la desaminasa de deoxocitidinas APOBEC3G, que promueve la 
aparición de mutaciones en este proceso, pero solo si se incorpora en la partícula viral 
antes de la infección de una nueva célula. Una vez completada la retrotranscripción, el 
complejo de preintegración, con o sin cápside, formado por el ADN proviral, la IN viral, 
y algunos factores celulares como el coactivador LEDGF/p75, viaja al núcleo. Este 
coactivador se une a la IN y está unión parece indispensable para una integración 
efectiva (Vandekerckhove et al., 2006).  La doble cadena así generada es integrada 
por medio de la IN viral en el ADN de la célula, aunque parte del ADN formado puede 
persistir en el citoplasma de la célula sin integrarse dentro del genoma celular, pero si 
presentando un reservorio de integración si la célula es activada. Esta integración, 
mediada por la integrasa viral, termina con la fase temprana del ciclo de replicación del 
VIH, con el provirus integrado en el genoma de la célula hospedadora.         A pesar de 
que el VIH puede infectar linfocitos en reposo, en éstos la TI y la IN no parecen ser 
eficientes. Se suele producir un estadío de preintegración con ADN proviral 
fundamentalmente extracromosómico, o complejos ARN/ADN con transcripción 
inversa incompleta, que guardarían la capacidad de integrarse con posterioridad. 
Una vez integrado en el material genético de la célula, el provirus puede permanecer 
latente o multiplicarse. En algunos tipos celulares infectados, como los linfocitos T 
CD4+ resting, el VIH es capaz de mantenerse integrado latente. En estado de latencia, 
al contrario de lo que la misma palabra sugiere, existe un cierto grado de transcripción, 
Figura 16. Infección de la célula blanco. 
Inmunología de Kuby 2007 
 
 
1. El gp120 del VIH se fija al CD4 sobre la 
célula blanco 
2. El domínio fusógeno en gp41 y CXCR4, 
un receptor unido a proteína G en la 
membrana  de la célula blanco, media la 
fusión 
3. La nucleocápside que contiene el genoma 
vírico y la enzimas entra en la célula 
4. El genoma vírico y los enzimas se 
descargan 
5. La retrotranscriptasa vírica cataliza la 
transcripción inversa del ssRNA, con 
formación de híbridos de RNS y ADN 
6. La ribonucleasa H, degrada parcialmente 
la plantilla original de RNA, que continúa 
con la síntesis de la segunda cadena de 
ADN para producir dsADN del VIH 
7. El dsADN vírico se transpone en seguida 
al núcleo y se integra en el ADN 
cromosómico del hospedador por acción 
de la integrasa vírica  
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pero no el suficiente como para lisar a la célula infectada. Si empieza a multiplicarse, 
lo puede hacer de una forma controlada o de una forma masiva, en cuyo caso 
ocasionará efectos citopáticos sobre la célula, mientras que en la latencia, producida 
tras la integración del provirus, no se producen alteraciones patológicas (fase tardía). 
 
    Una vez que la transcripción ha comenzado, los ARNs virales constituirán el 
material genético de los nuevos viriones o bien serán traducidos en los ribosomas a 
proteínas virales fundamentales para que el ciclo se complete. Entre estas proteínas 
encontramos la PR viral, también diana de los fármacos inhibidores de la PR, que 
corta y procesa las nuevas proteínas virales. También se traducen las proteínas de la 
envuelta viral, que maduran en el retículo endoplásmico y son transportadas a la 
membrana, aprovechándose del mecanismo de producción de proteínas de membrana 
celular. Otras proteínas virales, como las necesarias para la formación de la cápside 
(Gag), deben ser procesadas y transportadas a la membrana celular. Para que el 
correcto ensamblaje de todas las proteínas virales ocurra, es necesaria la presencia 
de factores tanto virales como celulares: la proteína viral vpu, capaz de internalizar el 
receptor CD4 evitando la reinfección y necesaria para la correcta liberación de las 
nuevas partículas virales ya que secuestra la proteína de membrana CD317 o teterina, 
capaz de “atar” los nuevos viriones a la membrana celular impidiendo su liberación 
(Neil et al., 2008). 
El ensamblaje del core ocurre en la membrana celular y parece comenzar con 
la asociación de la proteína p17 de la matriz con el dominio citoplasmático de la 
proteína gp41. La síntesis de las proteínas de la envoltura viral, se producen en el 
retículo endoplásmico de la célula huésped a partir de la gp160; ésta en el aparato de 
Figura 17.  Activación del provirus. Inmunología 
de Kuby 2007 
 
1. Los factores de transcripción 
estimulan la transcripción, de DNA 
provírico en ssRNA genómico y 
después del procesamiento de varios 
mRNA 
2. El RNA vírico es exportado hacia el 
citoplasma 
3. a) Los ribosomas de la célula           
hospedadora catalizan la síntesis de 
proteínas precursoras víricas.         b) 
La proteasa vírica segmenta los 
precursores en proteínas víricas 
4. El ssRNA y las proteínas víricas se 
ensamblan por debajo de la 
membrana de la célula hospedadora, 
en la que se insertan gp41 y gp120 
5. a) La membrana celular experimenta 
gemación y forma la cubierta vírica, b) 
Las partículas víricas descargadas 
completan su maduración; la proteasa 
presente en las partículas víricas 
escinde las proteínas precursoras 
incorporadas 
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Golgi se une a una PR para producir gp120 y gp41 antes de transportarlas a la 
superficie de la célula. El virión maduro está compuesto por una membrana, que 
incluye las proteínas virales gp120 y gp41, además de varias proteínas celulares 
Patogenia 
    El VIH infecta linfocitos CD4+ y los destruye reduciendo su número y dando lugar a 
la perdida de la inmunidad celular. Como consecuencia de ello, causa enfermedades 
como infección asintomática, enfermedad aguda con linfoadenopatía, fiebre, 
sudoración, mialgias, exantema, vómitos y diarrea y SIDA. En este último caso, se 
produce una disminución espectacular de linfocitos CD4 que dan lugar a 
inmunodeficiencia, infecciones oportunistas (por ejemplo neumonía por Pneumocystis 
jirovecii), pérdida de peso, alteraciones en el sistema nervioso central y muerte. 
En el periodo 2004-2008, la tuberculosis siguió siendo la enfermedad indicativa de 
SIDA más frecuente, afectando al 28,8% de los casos. Le sigue la neumonía (22,9%), 
y la candidiasis esofágica (14%) (Figura 18). 
 
 
Figura 18.  Enfermedades diagnósticas de SIDA mas frecuentes en España en el periodo 2004-
2009.  (Sistemas Autonómicos de Vigilancia Epidemiológica, 2011). 
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2. LA RESPUESTA INMUNITARIA  
Una de las funciones del sistema inmune es proteger el cuerpo de la 
colonización de invasores virales y microbianos. Cualquier agente que sea reconocido 
por el sistema inmune como extraño, o como una amenaza para el cuerpo, puede 
desencadenar una respuesta inmune. Existen dos tipos de respuesta inmunitaria, 
denominados respuesta innata y respuesta adaptativa. 
La respuesta inmune innata es la principal vía de eliminación de aquellos 
microorganismos que superan la barrera de los epitelios. Esta mediada por células 
sanguíneas como macrófagos y neutrófilos, que se encargan de fagocitar y eliminar a 
los patógenos, y al mismo tiempo sintetizan mediadores y citocinas. Los macrófagos 
degradan los agentes infecciosos, y los componentes del patógeno son presentados a 
los linfocitos T, dando lugar a la activación de la respuesta inmune adaptativa. Esta se 
caracteriza por la especificidad que presenta ante agentes extraños, debido a la 
existencia de un gran repertorio de receptores presentes en los linfocitos T y B, 
capaces de reconocer estructuras propias y ajenas (Kindt et al.,2007). 
Estas barreras que revisten todas las superficies externas del organismo, presentan 
defensas mecánicas y bioquímicas, que ayudan a evitar la entrada de un patógeno en 
el organismo. La diferencia entre inmunidad innata e inmunidad adquirida o adaptativa 
se refleja en la figura 34 
    Sintetizando, la respuesta inmune adaptativa (o inmunidad específica)  se activa si 
microorganismos infecciosos u otros antígenos extraños persisten y la respuesta 
inmunológica se dirige únicamente contra los antígenos específicos del invasor. El 
sistema también mantiene una memoria inmunológica de la infección o exposición 
previa a ese agente, de tal modo, que en las exposiciones subsecuentes, el organismo 
pueda preparar una respuesta mucho más rápida y potente contra ese antígeno. 
Por tanto la inmunidad innata es: 
• Inespecífica 
• Respuesta primera y más rápida 
En ella intervienen: 
 - Defensas externas: lisozimas, piel 
 - Neutrófilos, macrófagos,… 
 - Citocinas, sistema de complemento y 
proteínas  de fase aguda  
Figura 19.  Comparación de las inmunidades innata y 
adaptativa.  Adaptado de Inmunología de Kuby 2007 
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Las células inmunológicas involucradas en este sistema, son los linfocitos T y B. Las 
células B son las encargadas de producir anticuerpos antígeno-específicos. Las 
células T se dividen en dos grupos: 
 Las células T colaboradoras (Th) que ayudan a reclutar otras células  inmunitarias 
para participar de forma conjunta en la respuesta 
 Las células T citotóxicas (Tc) que destruyen las células infectadas y dañadas  
La memoria inmunológica se basa en el proceso de selección y expansión clonal. 
Después de la exposición a un antígeno o patógeno, algunos linfocitos T y B se 
almacenan como células de memoria. Cuando ese antígeno o patógeno se encuentra 
de nuevo, estas células preparadas organizan una repuesta más rápida y más intensa 
contra ese antígeno específico. Esta respuesta erradica al patógeno antes que se 
disemine en el organismo. Este principio sirve de base para la práctica de la 
vacunación. 
2.1. LA INFLAMACIÓN  
La inflamación juega un papel importante como primera  respuesta inmune del 
cuerpo (respuesta innata). Su función es destruir, diluir o bloquear un agente nocivo 
(microbios, toxinas) y poner en marcha una serie de eventos que curan y reparan el 
tejido lesionado. Este complejo proceso, que conlleva la acción de un gran número de 
componentes, puede ser originado por factores endógenos (necrosis tisular, o rotura 
ósea), factores exógenos como lesiones por agentes mecánicos (cortes, golpes, etc), 
físicos (quemaduras), químicos (corrosivos), biológicos (microorganismos) e 
inmunológicos (reacciones de hipersensibilidad). Generalmente, supone una respuesta 
protectora para el organismo, aunque en algunos casos como la hipersensibilidad y las 
enfermedades autoinmunes, la inflamación puede tener consecuencias nocivas. 
    La inflamación se puede dividir en aguda y crónica según su duración. La 
inflamación  aguda es de corta duración (horas o pocos días). Se caracteriza por un 
aumento del flujo sanguíneo debido a la vasodilatación y aumento de la permeabilidad 
capilar. Esto permite el exudado de fluidos plasmáticos y la migración de las células 
inflamatorias al foco de inflamación, y en algunos casos, activación de la cascada de la 
coagulación. Sin embargo, la inflamación crónica tiene una duración mayor (semanas, 
meses e incluso años), y se caracteriza por el infiltrado de leucocitos y macrófagos, 
con proliferación de vasos sanguíneos y de tejido conectivo. 
    Durante el proceso inflamatorio, se producen una serie de eventos en los que están 
involucrados los factores solubles o mediadores de la inflamación, los cambios en la 
permeabilidad vascular y la migración de los leucocitos (Esplugues & Barrachina 
2009). La liberación de los mediadores en el foco inflamatorio y su acción sobre las 
distintas células, así como, los cambios que se producen en el flujo sanguíneo, 
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caracteriza a los cuatro signos ya descritos por Cornelius Celsius en el siglo I a de C: 
rubor, tumor, calor y dolor; estos signos fueron completados posteriormente por 
Galeno con la perdida de  función del órgano afecto.  
 Estos signos son consecuencia de: 
1) Vasodilatación local, con 
exceso de flujo sanguíneo local 
consecuente. 
2) Aumento de la permeabilidad 
de los capilares, con fuga de 
grandes cantidades de liquido 
hacia los espacios intersticiales; 
también pueden escapar de los 
capilares, moléculas más 
grandes de lo habitual, lo que 
facilita el transporte de 
mediadores solubles de la 
inmunidad hasta el lugar.  
3) Con frecuencia, coagulación de líquido en estos espacios a causa de las cantidades 
excesivas de fibrinógeno y otras proteínas que salen de los capilares.  
4) Migración de gran número de granulocitos y monocitos hacia el tejido  
5) Tumefacción celular. Algunos de los muchos productos tisulares que producen 
estas reacciones son: histamina, bradicinina, serotonina, prostaglandinas, diversos 
productos de reacción del sistema complemento, productos de reacción del sistema de 
coagulación de la sangre y muchas sustancias hormonales llamadas linfocinas, 
liberadas por los linfocitos T sensibilizados, que son componentes del sistema 
inmunitario.  
Varias de estas sustancias activan enérgicamente el sistema de los macrófagos, que 
en el plazo de unas cuantas horas empiezan a devorar los tejidos destruidos; a veces, 
sin embargo, los macrófagos también lesionan aún más a las células tisulares que 
siguen vivas.   
Desafortunadamente, existen situaciones en las que la respuesta inflamatoria no 
resulta beneficiosa. Por ejemplo, el caso de una enfermedad como la artritis 
reumatoide (AR), en la que la respuesta inflamatoria es desproporcionada frente a la 
amenaza a la que se enfrenta. Aún no se conoce bien cual es la causa de la AR pero 
se sabe que es una enfermedad autoinmune. El sistema inmune del cuerpo ataca el 
tejido articular sano y ocasiona inflamación y daño en las articulaciones.  
 
Figura20. Proceso inflamatorio. Regueiro  et al., 2008 
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    Esta comprobado que uno de los primeros resultados de la inflamación es “tabicar” 
la zona lesionada, separándola del resto de los tejidos. Los espacios tisulares y los 
linfáticos de la zona inflamada, quedan bloqueados por coágulos de fibrinógeno, de 
manera que el líquido apenas fluye a su través. Esto retrasa la difusión de bacterias o 
productos tóxicos. 
    Otro de los fenómenos característico de la inflamación es la migración leucocitaria, 
proceso que se desarrolla en varias etapas: quimiotaxis, adhesión y diapedesis. 
Habitualmente, situados en la parte central del torrente circulatorio, los linfocitos no 
tienen contacto con las células endoteliales. Sin embargo, durante el proceso 
inflamatorio, al aumentar la permeabilidad vascular, el flujo sanguíneo se enlentece 
permitiendo el acercamiento de los leucocitos al endotelio. En la fase inicial, los 
leucocitos entran en contacto las células endoteliales, y ruedan por el endotelio de las 
venas contiguas al foco inflamatorio, atraídos por factores quimiotácticos. Estos 
factores pueden ser productos bacterianos, factores liberados por las  células 
necróticas, o quimiocinas que se forman en el foco inflamatorio y responsables de la 
activación leucocitaria. Cuando las células del endotelio se activan, cambian su 
morfología y presentan moléculas de adhesión en su superficie tales como selectina P 
y E, que utilizan para unirse a los leucocitos y activarlos, provocando la expresión de 
otras moléculas de adhesión llamadas integrinas en los leucocitos. Tras la adhesión, 
los leucocitos atraviesan el endotelio mediante diapédesis.  
 
2.2 Respuesta de los macrófagos y neutrófilos  a la inflamación 
2.2.1 Los macrófagos tisulares como primera línea de defensa. Los 
macrófagos que se encuentran en los tejidos, sean histiocitos en el tejido subcutáneo, 
macrófagos alveolares en los pulmones, microglía en el cerebro, etc., comienzan 
inmediatamente su acción fagocitaria cuando son activados por los productos de la 
inflamación. El primer efecto consiste en aumentar su tamaño y se convierten en 
unidades móviles formando la primera línea de defensa.  
2.2.2. Neutrofília e invasión por neutrófilos del área inflamada. Segunda 
línea de defensa. Tras la primera hora más o menos del comienzo de la inflamación, 
un número considerable de neutrófilos comienza a invadir las áreas inflamadas. Ello se 
debe a los productos procedentes de tejidos inflamados, que dañan la superficie 
interna del endotelio capilar, haciendo que los neutrófilos se adhieran en las paredes 
capilares del área inflamada en un proceso llamado “marginación”. Además, aumenta 
la permeabilidad de los capilares y pequeñas vénulas, y ello permite que los neutrófilos 
pasen por diapédesis hacia los espacios tisulares. La quimiotaxis hace que los 
neutrófilos migren a los tejidos lesionados. Por tanto, varias horas después, la zona 
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cuenta con un gran número de neutrófilos que se suma al aumento de neutrófilos en 
sangre o “neutrofilia”, que también pasan a la zona inflamada. Es el resultado de una 
combinación de sustancias químicas que se liberan desde los tejidos inflamados, 
difunden hacia la sangre y alcanzan la médula ósea, donde movilizan gran número de 
leucocitos, principalmente neutrófilos formados previamente, y almacenados en el 
tejido medular (Flórez et al., 2008).  
 
2.2.3. Invasión por monocitos y macrófagos del tejido infamado. Tercera 
línea de defensa. También, los monocitos pasan desde la sangre a la zona inflamada; 
no obstante, su número es bajo, y su acumulación y desarrollo (contenido y volumen 
de lisosomas) en el tejido inflamado es mucho mas lento que en el caso de los 
neutrófilos, requiriendo varios días para que se haga efectiva. Sin embargo, al cabo de 
días o semanas, los macrófagos predominan sobre las demás células fagocíticas del 
área inflamada, gracias a la producción de monocitos por la médula ósea. Los 
macrófagos pueden fagocitar muchas más bacterias y grandes partículas, incluso 
polimorfonucleares y grandes cantidades de tejido necrótico. 
 
Los macrófagos una vez activados, actúan como células secretoras de factores 
quimiotácticos, mediadores proinflamatorios y citotóxicos como son las especies 
reactivas de oxígeno  y nitrógeno  entre los que se encuentran el óxido nítrico, el 
peróxido de hidrógeno o el anión superóxido (O2
-). Además, liberan enzimas 
hidrolíticas, mediadores lipídicos y citocinas como el factor de necrosis tumoral-α 
(TNF-, del inglés “Tumour Necrosis Factor-α”), las interleucinas (ILs) IL-1, IL-6 y el 
IFN-, que participan en la destrucción del antígeno y, promueven la respuesta 
inflamatoria al estimular el crecimiento de células fagocíticas y la activación de los 
linfocitos T. (Kopf et al., 2010).  El TNF- y la IL-1 parecen mediar la acción del resto. 
Los macrófagos también desempeñan una acción fundamental como células 
presentadoras de antígenos, ya que se encargan de destruir patógenos y de procesar 
y presentar los antígenos a los linfocitos T, desencadenando el inicio de la respuesta 
inmune adaptativa y la producción de anticuerpos. Todas estas acciones se resumen 
en la figura 21.  Como podemos ver, el macrófago una vez activado libera mediadores 
proinflamatorios y citotóxicos, enzimas lisosómicos, y citocinas. Además, actúa 
procesando y presentando antígenos a los linfocitos T, y debido a su capacidad 
fagocítica y a su participación en la reparación de tejidos, desempeña un papel 
importante en la resolución de la inflamación. 
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2.3. Mediadores de la inflamación 
Existen fundamentalmente tres tipos de mediadores implicados en el desarrollo 
de los procesos inflamatorios: mediadores polipeptídicas o citocinas, ROS y RNS (NO, 
H2O2, O2
-, ácido hipocloroso) y mediadores lipídicos bioactivos derivados de los 
fosfolípidos de membrana. 
2.3.1. Citocinas 
    Las citocinas son un grupo de proteínas de bajo peso molecular,. Las células que 
mayor cantidad de citocinas producen son los macrófagos (inmunidad innata) y los 
linfocitos T (Inmunidad adaptativa). Estas proteínas desempeñan un papel importante 
en los procesos inmunes e inflamatorios, participando en la presentación de antígenos, 
diferenciación y maduración de células del sistema inmune, y en la expresión de 
moléculas de adhesión.  
La rápida liberación de citocinas conforma la naturaleza de la respuesta inflamatoria, y 
esa respuesta puede ser beneficiosa (como producir la protección inmunitaria), o 
perjudicial (como la inducción de la inmunopatología). En lo alto de la cascada  de 
citocinas inflamatorias, se encuentran moléculas tales como  el TNF-, factor 
estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF, del inglés 
“Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor”), IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23. Ellas 
son secretadas mayoritariamente por células mieloides, y todas ellas tienen efectos 
fundamentales en múltiples componentes del sistema inmune (Figura 22).  
Figura 21. Esquema de 
proceso desencadenado 
en una articulación 
inflamada 
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Las citocinas, se agrupan en dos familias, citocinas proinflamatorias y 
antiinflamatorias. 
2.3.2.Citocinas proinflamatorias: favorecen la inflamación al activar la expresión de 
genes que codifican enzimas del proceso inflamatorio como la ciclooxigenasa-2 (COX-
2), la oxido nitrico sintetasa (NOS, del inglés “Nitric Oxide Synthetase”) y la fosfolipasa 
A2 (FLA2), y liberan mediadores inflamatorios como las prostaglandinas (PGs), 
leucotrienos (LTs), NO o factor activador de plaquetas (PAF, del inglés “Platelet 
Activating Factor”). Entre ellas destacan la IL-1 y el TNF-, producidos principalmente 
por macrófagos, aunque el TNF-  también por linfocitos T. 
 
2.3.2.1.Factor de necrosis tumoral-  
El TNF estaba formado por dos productos diferentes, el TNF- que era idéntico 
a una endotoxina que se produce en algunas enfermedades como la coagulación 
intravascular diseminada, y el TNF- idéntico a la linfotoxina humana.(Kopf et al., 
2010). 
Ambas formas del TNF tienen funciones similares. El TNF- es producido sobre todo 
por los macrófagos y ejerce sus efectos sobre las células tumorales e inflamatorias. El 
TNF- es excretado por algunas células T, en particular por las células T citotóxicas y 
las células colaboradoras (Helpers), y también ataca células tumorales en las que 
induce efectos citotóxicos. 
 El TNF- pertenece a la familia de las citocinas que estimulan las reacciones agudas. 
El TNF- se presenta en forma de trímeros que pueden estar unidos a membranas 
celulares (se habla entonces de mem-TNF-) o en solución (s-TNF-). 
El TNF- es producido por numerosas células, influyen los monocitos, fibroblastos y 
células epiteliales. Otras células que lo producen al ser estimuladas, son los 
macrófagos, células T y linfocitos V, granulocitos, células musculares lisas y 
Figura 22.  Proinflamación y citocinas efectoras involucradas en enfermedades autoinmunes, 
inflamatorias y enfermedades alérgicas Kopf et al., 2010 
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queratinocitos. Las células del glioblastoma producen grandes cantidades de TNF- 
(Campbell et al., 2003). 
Los virus, parásitos,  endotoxinas bacterianas, células tumorales, isquemia, trauma e 
irradiación  son estímulos  patológicos que favorecen o aumentan la secreción de 
TNF-  El efecto pleitrópico del TNF-α tiene como resultado la síntesis de citocinas 
como las IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-γ, factor de crecimiento y 
trasformación-β (TGF-β, del inglés, “Transforming Growth Factor-β”), PAF, LTs, 
proteínas de fase aguda y hormonas (cortisol, epinefrina, glucagón, insulina, 
norepinefrina). Muchos de los mediadores inducidos por el TNF-α actúan a su vez 
como inhibidores de su expresión, tales como la IL-6, IL-10, la PGE2 y el cortisol. En 
los fibroblastos, la producción del TNF- es inducida por el factor de crecimiento 
neuronal, y en las células endoteliales, epiteliales y fibroblásticas por la IL-17 
(Campbell et al., 2003) 
Se conocen dos receptores para el TNF-α, denominados TNF-R1 ó CD120a, y TNF-
R2 ó CD129b. 
El factor nuclear NF-κB, es un factor de transcripción dimérico que activa la expresión 
de muchos genes implicados en condiciones patológicas. La activación inapropiada de  
NF-κB en enfermedades tales como artritis reumatoide, y de respuesta inflamatoria 
sistémica ha sido atribuido a TNF-α y otros miembros de su superfamilia.  
 Los dos receptores pueden activar las vías de transducción de señales del NF-
κB o de las cinasas activadas por proteínas mitogénicas. Estas opciones de múltiples 
señales, permiten al TNF-α promover una gran variedad de respuestas celulares, 
como la apoptosis en la proliferación celular, o la movilización de los leucocitos. Los 
receptores para el TNF-α se encuentran en las células mononucleares, la membrana 
sinovial, la sangre periférica y el líquido sinovial. También existen receptores libres en 
solución que han sido excretados por las células mononucleares.  
Existen evidencias que sugieren que el TNF-α contribuye a la patología de diversas 
enfermedades como artritis, psoriasis, espondilitis anquilosante etc. 
En vista de la función del TNF-α en relación al desarrollo de enfermedades 
inflamatorias, los tratamientos anti-TNF-α han surgido como una de las principales 
opciones terapéuticas en este campo., diversas proteínas inhibitorias de TNF-α han 
sido aprobadas para uso clínico en varias enfermedades inflamatorias.  
Existen numerosas aplicaciones clínicas que tienen como objetivo las citocinas, como 
en enfermedades inflamatorias, inmunoterapia en cáncer, desórdenes del hueso, 
enfermedades metabólicas, y en terapia antiviral. (Kopf et al., 2010). En algunas 
enfermedades como la AR, el lupus eritematoso sistémico, la esclerosis múltiple y en 
algunas formas de osteoartritis, los receptores al TNF-α solubles son más abundantes 
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de lo normal. Este mayor número de receptores "captura" un cierto número de 
moléculas de TNF-α, quedando menos de estas para activar las células 
mononucleares. En cierto modo, los receptores solubles al TNF-α actúan como 
inhibidores naturales. Existe una relación entre los niveles de receptores solubles y la 
intensidad de la enfermedad. (Campbell et al., 2003).  
Estos hallazgos han llevado al desarrollo de fármacos que antagonizan o inhiben el 
TNF-. Todos estos fármacos han mostrado su utilidad en el tratamiento de la AR, la 
enfermedad de Crohn, la artritis psoriásica, psoriasis en placa y otras enfermedades 
caracterizadas por una mayor expresión del TNF-α.  
2.3.3. Citocinas antiinflamatorias: Actúan bloqueando la infamación, al inhibir la 
expresión de genes inflamatorios o impedir la acción de las citocinas proinflamatorias. 
Entre las principales citocinas antiinflamatorias destacan la IL-1ra (receptor 
antagonista de IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13 y TGF-. Son liberados 
principalmente por macrófagos, linfocitos T y linfocitos B. Las citocinas IL-4, IL-10, IL-
11 e IL-13 destacan por su función como inhibidores de la síntesis de las citocinas 
proinflamatorias IL-1, TNF-, IL-2 e INF- y de quimiocinas. La IL-11 disminuye la 
síntesis  de IL-1 y TNF- a través de la inhibición deL NF en macrófagos, y de IL-2 e 
IFN- en linfocitos T. La IL-6, cuando actúa como citocina antiinflamatoria, disminuye la 
liberación de IL-1, TNF- e INF-, y potencia la síntesis de citocinas antiinflamatorias, 
IL-1ra, IL-10 y TGF-. 
2.3.4. Óxido nítrico 
    El NO es una molécula pequeña (30 Da), de naturaleza gaseosa, que se sintetiza 
en la mayoría de las células del organismo a partir de la L-arginina. Participa en la 
regulación del tono vascular, actúa como neurotransmisor en el sistema nervioso 
central y periférico, y media la citotoxicidad del macrófago en la defensa inmunitaria 
inespecífica.  
 Se puede decir que prácticamente todas las células estudiadas hasta la fecha son 
capaces de sintetizar NO mediante una de las tres isoformas de la enzima NOS. 
    La NOS endotelial y la NOS neuronal ,  se expresan preferentemente de forma 
constitutiva y sintetizan pequeñas cantidades de NO de forma continua;  
    La eNOS se localiza sobre todo en las células endoteliales, plaquetas y células 
mesangiales renales, y está implicada en la regulación de la homeostasia vascular, 
mientras que la nNOS se encuentra mayoritariamente en neuronas del sistema 
nervioso central y periférico, y produce un NO que actúa como neurotransmisor. 
Muchas células (macrófagos, hepatocitos, neutrófilos, fibra lisa vascular, células 
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endoteliales, etc.) genera , un volumen importante de NO que actúa como citotóxico. 
tras entrar en contacto con endotoxinas o determinadas citocinas,   
    La activación de nNOS y eNOS es inducida por  Ca2+ y calmodulina  dando lugar a 
la síntesis de pequeñas concentraciones de NO que actúa como mensajero en el 
sistema nervioso central, inhibe la adhesión y agregación plaquetaria e induce 
vasodilatación. La iNOS por el contrario, es insensible a la Ca2+ /calmodulina, se regula 
a nivel transcripcional e induce la liberación prolongada de grandes cantidades de NO. 
Se expresa entre otras células, en macrófagos, fibroblastos, células endoteliales y 
células del músculo liso, en respuesta a la estimulación de citocinas como IL-1, IFN-, 
TNF- y productos bacterianos como el lipopolisacárido (LPS).  Debe existir un 
balance de citocinas para regular la expresión de esta enzima, ya que por ejemplo su 
expresión es inhibida por IL- 4 e IL-10 en los macrófagos. La expresión de la iNOS 
esta incrementada  en patologías como la AR, malaria y hepatitis C (Sharara et al., 
1997; Clark et al., 2003). 
Los electrones desapareados de la molécula de NO son cedidos al oxígeno (O2), 
dando lugar a nitrato (NO3
-) y nitrito (NO2
-) e inactivando la molécula. Con el anión 
superóxido (O2
-), forma el radical peroxinitrito (ONOO-), un poderoso agente oxidante 
con actividad citotóxica que se ha relacionado con la respuesta inmunitaria 
inespecífica. Por último, el NO puede interaccionar de forma irreversible con grupos 
tiol o metales como el hierro en proteínas, pudiendo formar complejos que activen o 
inactiven las células diana. La combinación del NO con superóxidos produce radicales 
como el peroxinitrilo, dióxido de nitrógeno o hidroxilos, que tienen la capacidad de 
lesionar las células diana. 
    El NO está implicado en la respuesta inflamatoria al intervenir en el control de la 
infección, regulando la cascada de señalización de factores de transcripción como el 
NF-β, mediante la nitrosilación de las subunidades p50 y p65, la respuesta vascular, 
la migración de los leucocitos, la producción de citocinas y la proliferación y apoptosis 
de las células inflamatorias. Concentraciones elevadas de este mediador, sintetizadas 
en macrófagos activados a través de la iNOS, constituyen uno de los principales 
mecanismos citotóxicos y proapoptóticos que participan en la respuesta inmune de 
mamíferos. Éstos efectos afectan a algunos tipos de células como son las células 
inflamatorias, exceptuando los macrófagos que al ser activados son resistentes a la 
apoptosis.  
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3. AGENTES ANTIVIRALES 
 
3.1.Introducción 
    Resulta difícil encontrar fármacos cuya actividad sea selectiva para cada virus. Los 
compuestos antivirales, para ser eficaces e inocuos, deben poseer la facultad de 
distinguir claramente entre las funciones celulares y las virales, ya que los virus 
replican intracelularmente y con frecuencia utilizan enzimas, macromoléculas y 
orgánulos de la célula huésped para sintetizar las partículas virales. Por tanto, el 
empleo clínico de los agentes antivirales debe acompañarse de una estrecha vigilancia 
sobre posibles efectos colaterales o tóxicos no previstos. 
 Por otra parte la presencia o ausencia de inmunidad preexistente y la capacidad para 
desarrollar respuestas inmunitarias humorales o celulares o de ambos tipos, son 
factores muy importantes que influyen en el pronóstico de las infecciones virales. 
 El empleo de los compuestos antivirales requiere un diagnóstico específico y a tiempo 
ya que muchas veces, cuando la infección comienza a mostrar manifestaciones 
clínicas, el proceso de replicación viral esta ya muy avanzado, dificultando así la 
intervención del fármaco con éxito. Por todo ello, la terapéutica antiviral se ha 
convertido a lo largo de la última década en uno de los temas de mayor interés 
científico y sanitario mundial, incrementándose la necesidad de búsqueda de nuevos 
agentes antivirales. 
 
3.2. Agentes antivirales utilizados en terapéutica  
 
Al presentar estos agentes, mecanismos de acción y estructuras químicas muy 
diversas, se hace complejo  poder llegar a una clasificación idónea de los mismos 
En base a su aplicación en la práctica clínica podemos hablar de: 
 Antiherpéticos  
 Antigripales 
 Antiretrovirales 
 Antivirales de amplio espectro. 
 
3.2.1.  Agentes antiherpéticos 
    Teóricamente, el ciclo de vida del VHS ofrece muchas posibilidades de desarrollar 
estrategias antivirales. Actualmente, la única diana de actuación se sitúa en la 
replicación del ADN, con los análogos de nucleósidos tales como aciclovir, que 
reducen la carga viral. Ello puede contribuir a disminuir la severidad física de las 
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lesiones y el número de células infectadas por el organismo, incluso reduce la 
posibilidad de transmisión a otros individuos. Sin embargo, la terapia prolongada con 
éstos fármacos da lugar a la aparición de virus resistentes a los mismos por 
mutaciones en los genes de la timidina cinasa y/o polimerasa, y la aparición de efectos 
secundarios indeseables como neurotoxicidad de aciclovir y ganciclovir, y fallo renal 
agudo de foscarnet. Por ello, uno de los focos de atención para el desarrollo de 
nuevas terapias va encaminado a la actuación conjunta de fármacos antivirales con 
diferentes mecanismos de acción, que ejerzan efectos sinérgicos, especialmente en 
resistencias en pacientes inmunocomprometidos.(Wang et al 2010) Los fármacos 
disponibles en la actualidad para el tratamiento de infecciones herpéticas son: 
 -Análogos de guanosina: aciclovir, ganciclovir, valaciclovir, famciclovir, penciclovir 
Éstos fármacos son derivados acíclicos de la base púrica, y al trifosforilarse son 
activos. 
La primera molécula de fosfato la introduce la timidina quinasa que es una enzima 
vírica; esto hace que solo actúen en células 
infectadas, donde existe replicación vírica. 
Después de la fosforilación, el efecto antiviral 
continúa por dos vías: 
-Inhibiendo de manera selectiva la ADN 
polimerasa vírica 
-Incorporándose como componente a la cadena de 
ADN vírico, impidiendo con ello su elongación ya 
que carecen del grupo hidroxilo en 3’ del azúcar  
-Otros análogos de nucleósidos  
Idoxuridina y trifluridina: inhiben la síntesis del ADN vírico, al incorporarse al 
ADN vírico y al celular. Se administran por vía tópica, debido a su elevada toxicidad 
por via sistémica. Aparecen efectos adversos como irritación, edema, eritema, picor. 
Vidarabina: con similar eficacia clínica que aciclovir, se utiliza en casos de 
resistencia a este fármaco por déficit o alteración de timidina cinasa. Se piensa que su 
mecanismo de acción guarda relación con la inhibición de la síntesis de ADN vírico. 
Sin embargo, su uso está restringido al ser un fármaco oncogénico, teratógeno y 
mutagénico;  también presenta toxicidad gastrointestinal. 
Foscarnet: es el único fármaco de este grupo no análogo de nucleósidos. Es un 
análogo de pirofosfato inorgánico, e inhibe irreversiblemente la ADN polimerasa del 
virus del herpes, y también la TI del VIH. Presenta toxicidad sobre todo a nivel renal. 
Es tratamiento de elección, junto a ganciclovir, en infecciones por CMV. 
Figura 24. Aciclovir. 
www.pharmainformatic.com 
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3.2.2 Agentes antigripales 
3.2.2.1 Inhibidores de la proteína viral M2 (matriz viral) 
La amantadina y rimantadina (un análogo estructural del primero no 
comercializado en España) bloquean una fase precoz de la replicación viral, al impedir 
la descapsidación una vez que el virus ha penetrado en la célula. Pueden aparecer 
cepas resistentes a los pocos días de empezar el tratamiento. Aparecen efectos 
adversos en enfermos con insuficiencia renal, convulsiones, coma e incluso muerte. 
Éstos fármacos a dosis bajas son potentes 
inhibidores de la infecciones por virus influenza 
únicamente del tipo A; no interfieren con la 
vacuna, por lo que pueden usarse conjuntamente, 
y a mayores concentraciones inhiben el virus 
influenza B, parainfluenza y de la rubeola. 
6.4.2.2 Inhibidores de la neuraminidasa: 
Zanamivir y Oseltamivir 
Estructuralmente son análogos del ácido siálico. 
Actúan inhibiendo la neuraminidasa viral de los 
virus influenza tipo A y B. Se administran vía inhalatoria (zanamivir) o vía oral 
(oseltamivir), y administrados precozmente (antes de las 48 horas) se ha visto que 
disminuyen la duración y los síntomas de la gripe. 
 
3.2.3 Agentes antirretrovirales 
    Se utilizan para el tratamiento del  SIDA. Éstos fármacos, que podemos ver 
representados en la Figura 26, se clasifican en función de la fase del ciclo de 
replicación en la que intervienen. Así, se dispone de: 
 
 Inhibidores de la entrada viral  
 Inhibidores de la integrasa 
 Inhibidores de la retrotranscriptasa 
 Inhibidores de la proteasa 
 Inhibidores de la maduración 
 
Figura 25. Amantadina. 
www.pharmainformatic.com 
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Figura 26. Esquema de actuación de los agentes antirretrovirales según las fases del ciclo biológico del VIH.  
Shattock et al., 2012. 
 
3.2.3.1. Inhibidores de la entrada 
El ciclo vital del VIH comienza cuando una proteína del virus gp-120 se une al 
receptor CD4 en la célula. Esto induce un cambio conformacional en gp-120 facilitando 
su unión al correceptor CCR5 y CXCR4, y dando lugar a la fusión viral con la célula. 
Un paso importante en el ciclo de replicación del VIH, que representa una diana 
importante para poder  intervenir terapéuticamente, es la entrada del virus en la célula 
huésped. Fármacos que bloquean esta entrada son conocidos y agrupados como 
inhibidores de la entrada del VIH, pero comprenden un complejo grupo de fármacos 
con múltiples mecanismos de acción. Este grupo puede ser subdividido en tres grupos 
que actúan en diferentes estados de la entrada: adsorción y unión-CD4, que son los 
agentes que bloquean la interacción gp-120-CD4 , otros son los que bloquean la unión 
al correceptor y los que intervienen en la fusión virus-célula. Todos estos inhibidores 
los trataremos  en profundad en el apartado de microbicidas ya que muchos de ellos 
han sido evaluados como tales con resultados favorables Actualmente, sólo han sido 
aprobados antagonistas que bloquean la unión CCR5 (maraviroc) y la fusión 
(enfuvirtida), aunque se están desarrollando estrategias para inhibir otros mecanismos 
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de la entrada del VIH. (Tilton & Doms, 2010). A continuación, se describen los 
fármacos más importantes de este grupo. 
Fármacos que bloquean la interacción de gp120- correceptor:  Maraviroc 
    Éstos inhibidores de la entrada, bloquean la interacción entre la glicoproteína gp120 
de la superficie viral, y los receptores de la membrana plasmática y correceptores de la 
célula huésped. Uno de los correceptores es el CCR5 una proteína G tipo rodopsina 
acoplada a proteínas G.  
Se ha demostrado que una buena estrategia para inhibir las interacciones gp120-
correceptor, es la actuación de pequeñas moléculas que se unen a un bolsillo 
hidrofóbico en la hélice transmembrana de CCR5, . Se cree que ejercen sus efectos 
antivirales alterando la conformación de los bucles extracelulares que interaccionan 
con VIH durante la unión al correceptor (Este & Telenti, 2007; Permanyer, et al., 2010; 
Tilton & Doms, 2010). Estos agentes no se unen al mismo sitio de unión que gp120, 
siendo inhibidores alostéricos más que inhibidores competitivos. Muchas moléculas 
pequeñas antagonistas han demostrado eficacia contra la replicación de VIH in vitro y 
tres de esos agentes se han probado en humanos. Estas actúan como antagonistas 
dobles, por un lado sobre actividad del receptor de quimiocina y  por otro lado sobre la 
actividad vía correceptor de la entrada del VIH. No obstante, esto no siempre es así, 
es decir, la inhibición en la función de la quimiocina no siempre da lugar a la inhibición 
 
Figura  27.  Etapas en el proceso de entrada del VIH. Permanyer et al., 2006 
 
Revisión bibliográfica. Agentes antivirales 
 






de la unión CCR5-gp120, ya que se ha visto que la proteína gp120 y las CC-
quimiocinas se unen en diferentes regiones de CCR5. Lo deseable sería diseñar 
inhibidores que únicamente interrumpiesen la unión entre gp120-CCR5 y la entrada 
viral, sin actuar sobre la activación en la función de CCR5. Se trata de derivados 
espirodicetopiperazina, representados en la Figura 28, donde el más representativo es 
aplaviroc (GW873140), desarrollado en 2005, que fue probado en estudios fase IIb 
donde  mostró hepatotoxicidad; vicriviroc (SCH-D, SCH-417690) está actualmente en 
estudios clínicos en fase III y es un compuesto de segunda generación basado en 
ancriviroc (SCH-C), el cual fue retirado después de asociarlo con la elongación del 
intervalo QT cardiaco en estudios clínicos; y maraviroc (UK-427857), que fue 
aprobado en 2007 para el tratamiento de pacientes infectados con VIH con replicación 
viral y cepas VIH resistentes a múltiples agentes antirretrovirales. Es el resultado de 
una optimización química del compuesto UK-107543. Impide la unión de la quimiocina 
CCL3; de esta manera, el VIH no puede unirse eficazmente a la superficie de las 
células T evitando de este modo que el virus infecte las células sanas. Esta 
desprovisto de actividad agonista CCR5,  y por tanto es efectivo contra cepas con 
tropismo R5 en rango nanomolar bajo. Se administra oralmente dos veces al día con 
dosis que varían dependiendo del uso simultaneo de inductores CYP3A o inhibidores 
en el régimen antiviral. (Tilton & Doms 2010).  
    Se utiliza como tratamiento de rescate, pero no es activo frente a cepas de VIH con 
tropismo por el correceptor CXCR4. Esto conduce a otra estrategia antiviral que sería 
utilizar antagonistas o agonistas parciales del correceptor CXCR4, los cuales se ha 
visto que podrían presentar actividad antiviral. Distintos agentes han sido probados, 
pero muchos de ellos han resultado ser inactivos, o hepatotóxicos. (Permanyer et al., 
2010). 
 
Fármacos que bloquean gp41-mediador de la fusión de membrana 
    Estos fármacos fueron los primeros inhibidores de la entrada en ser aprobados para 
el tratamiento de la infección por VIH.  
 
Figura 28.  Derivados espirodicetopiperazina interrumpen la unión entre gp120-CCR5 y la entrada viral. Tilton & 
Doms 2010 
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    Enfuvirtida (T-20) es el primer inhibidor de la entrada del virus aprobado (Este & 
Telenti, 2007). Se une a la glucoproteína gp41 del VIH-1, impidiendo la fusión del virus 
con los CD4. Estructuralmente es un péptido sintético lineal de 36 aminoácidos, con 
una secuencia idéntica a parte de la región HR2 de gp41  No se administra vía oral. 
Hasta el momento esta siendo bien tolerado y sin interacciones farmacológicas 
conocidas. Se aplica como tratamiento de rescate frente a cepas de VIH-1 
multirresistentes por vía subcutánea, y no es activo frente a VIH-2. Las resistencias 
que se producen con enfuvirtida son consecuencia de las mutaciones en una 
secuencia crucial de 10 aminoácidos (36-45) dentro de la región N-terminal de gp41, y 
en menor medida en algunas regiones del gen env, y es modulado por el uso de 
correceptores y correceptores densos en las células T CD4. Estas resistencias no 
afectan a la susceptibilidad del virus a otros inhibidores de la entrada.  
    Se están desarrollando un gran número de péptidos de nueva generación, los 
cuales presentan mejoras farmacodinámicas y eficacias comparadas con enfuvirtida. 
Adicionalmente, ciertos agentes son activos contra algunas cepas VIH resistentes a 
enfuvirtida, e inhibidores de la fusión que se unen a diferentes  dominios funcionales 
de gp41 y pueden tener efectos sinérgicos. (Pan et al., 2009). Sin embargo, no pueden 
ser administrados por vía oral, sino que deben ser inyectados. Una alternativa es la 
generación de D-péptidos inhibidores específicos de la entrada , que se unen a gp41, 
los cuales al contrario que L-péptidos, no son digeridos por proteasas, y tienen el 





3.2.3.2. Inhibidores de la Integrasa Viral  
Raltegravir: actúa inhibiendo la acción de esta enzima, lo que bloquea la 
integración del ADN del VIH en el ADN de la célula. Esto impide al VIH integrarse en el 
genoma de la célula hospedadora para que produzca copias del ARN viral, 
reduciéndose así la presencia del VIH en el cuerpo humano. Es bien tolerado y 
presenta bajo potencial de interacciones. Se utiliza como tratamiento de rescate, pero 
presenta baja barrera genética, ya que con una sola mutación el virus escapa. 
 
3.2.3.3.  Inhibidores de la Transcriptasa Inversa 
Los inhibidores de la TI pueden ser de dos tipos: 
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 Inhibidores de la TI No Análogos de Nucleósidos (ITINANs) 
Análogos de nucleósidos 
Estructuralmente similares a los 2-desoxinucleótidos, son sustratos naturales 
con los que compiten por el sitio de unión a la TI. A diferencia de los no análogos, 
necesitan ser activados (trifosforilados) por enzimas celulares para poder ejercer su 
acción inhibidora. Esta acción es doble: 
 Impiden el paso de ARN-ADN viral, al inhibir de manera competitiva a la TI 
(enzima que lleva a cabo la transcripción) 
 Impiden la elongación del ADN complementario viral, al incorporarse a la 
cadena naciente del ADN provírico; actúan como terminadores de cadena, ya 
que al no poseer el 3´-OH necesario para la formación del enlace fosfodiéster 
que continúe la elongación de la cadena 
Son activos frente a VIH-1 y VIH-2, y algunos activos frente a otros virus como 
HTLV-I y el virus de las hepatitis B. Existen asociaciones comercializadas, con buena 
disponibilidad oral en general: [zidovudina + lamivudina], [zidovudina + lamivudina + 
abacavir], [emtricitavina  + tenofovir], y [emtricitavina  + tenofovir + efavirenz]. Las 
resistencias que aparecen se deben a la aparición de mutaciones puntuales en el gen 
de la TI, y también existe posibilidad de resistencias cruzadas. La toxicidad de los 
ITIANs se debe a que también inhiben la ADN polimerasa de los mamíferos que 
replica el ADN mitocondrial, provocando la depleción del complejo de foforilación 
oxidativa dando lugar a reacciones adversas, la mayoría graves (polineuritis, 
pancreatitis, acidosis láctica, mielotoxicidad). Algunos ejemplos de estos fármacos se 
exponen a continuación.  
Zidovudina o AZT, (3-azido- deoxí-timidina) 
Es un análogo de desoxitimidina. Ya en el interior celular sufre fosforilación (trifosfato 
de AZT) y se activa, inhibiendo de ésta forma la síntesis de ADN por dos mecanismos: 
 
- Inhibición competitiva: Se une a la TI por el 
mismo punto en el que se unen los 
nucleósidos normales 
- Terminación de la cadena de ADN: la 
retrotranscriptasa confunde e incorpora en la 
cadena el trifosfato de AZT, en vez de 
insertar el nucleótido normal 
Debido a su corta vida plasmática y su 
eliminación rápida, necesita administraciones muy frecuentes. Presenta toxicidad a 
Figura 29. AZT. 
www.pharmainformatic.com 
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nivel de médula ósea, produciendo anemia y 
neutropenia, que además se acentúa con la 
administración conjunta con ganciclovir. Se producen 
resistencias, que son más intensas cuando la carga 
viral es mayor. 
 
Didanosina (ddI), (2,3-di-deoxi-inosina) 
Es análogo de desoxiadenosina. En el interior celular 
se transforma en ddI-monofosfato, que tras varias transformaciones llega a la forma 
activa ddA-trifosfato. Su mecanismo de acción es similar al  del AZT, con vida media 
superior, y además es activo frente a cepas resistentes al AZT. Como efectos 
secundarios más frecuentes, se presentan la neuropatía periférica y pancreatitis aguda 
 
 
Estavudina (d4T) (2´3´-dideshidro-3´-didesoxitimidina) 
Es un análogo de timidina. Se trifosforila para llegar a 
la forma activa y su mecanismo es similar a los 
anteriores. 
Es más tóxico que AZT, sobre todo a nivel de la 
médula ósea, produciendo neuropatía periférica, y 
mayor hepatotoxicidad. Es útil en tratamiento de inicio 
o en pacientes que no responden a otros tratamientos. 
 
Lamivudina (3TC), (di-desoxi-tiacidina) 
No presenta anillo de ribosa en su estructura. Se 
administra conjuntamente con AZT, ya que las 
mutaciones que inducen resistencia al 3TC, son incompatibles con las que determinan 
la resistencia al AZT. Como tratamiento de inicio en pacientes naive. Junto con INF- 
pegilado, es usado también en el tratamiento de hepatitis B crónica activa. 
 
Zalcitavina (ddC) , (2,3-di-desoxi-citidina) 
Es un análogo de histidina. Presenta elevada actividad anti-VIH, pero su utilización se 
ve muy restringida debido a su elevada toxicidad sobre el sistema nervioso. Provoca 
neuropatías periféricas, cuadros de hipersensibilidad, cardiopatía, estomatitis y fiebre. 
Abacavir (ABC) 
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Es un análogo carbocíclico de la guanosina, Actúa como profármaco, ya que se se 
transforma en  carbovir (forma activa), que posteriomente es trifosforilado. Por su 
potencia, buena biodisponibilidad por vía oral, alta barrera genética y escasos efectos 
adversos, (baja toxicidad mitocondrial, pero puede producir una reacción de 
hipersensibilidad grave, fatal si no se retira la medicación), se le considera un ITIAN de 
segunda generación. 
Tenofovir-disoproxil-fumarato 
Es un análogo acíclico de adenina. Único ITIAN “nucleótido” y “prefoforilado”. Es un 
profármaco; se convierte en tenofovir activo. Presenta buena tolerancia, baja toxicidad 
mitocondrial y escasas interacciones, aunque existe la posibilidad de alteraciones 
renales. Esta Indicado en terapia de rescate en pacientes pretratados 
(multiresistentes). Además, es el componente del primer medicamento microbicida, 
que ha mostrado eficacia en ensayos clínicos y del cual se trata mas extensamente en 




No análogos de nucleósidos  
No son estructuralmente similares a nucleósidos, e inhiben de forma selectiva 
pero no competitiva, a la TI. Su acción no es doble (no actúan como terminadores de 
cadena). No requieren activación previa y sólo son activos frente a VIH-1. No inhiben 
la ADN polimerasa en humanos, por lo que no producen toxicidad mitocondrial. Son 
potentes inductores enzimáticos del citocromo hepático CYP-450, con gran potencia 
antirretroviral y buena biodisponibilidad oral. Tienen baja barrera genética (rápida 
aparición de resistencias y resistencias cruzadas. Ejemplos de fármacos de este grupo 
son: 
Figura 32. Mecanismo de acción del tenofovir. Shattock et al., 2012.  
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Efavirenz: es una benzoxacinona. Sus principales efectos adversos son los 
neuropsicógenos. Asociado a AZT y 3TC, es uno de los regímenes más usados 
actualmente en el tratamiento de inicio en pacientes infectados. 
Etravirina: nuevo ITINAN que demuestra actividad antiviral en pacientes con virus 
resistentes a otros ITINANs. Es utilizado como tratamiento de rescate. Se administra 
por vía oral, dos veces/día y con comida. Su reacción adversa mas destacable es la 
erupción cutánea. 
 
3.2.3.4. Inhibidores de la Proteasa 
 Inhiben la enzima PR aspártica del VIH, que cataliza la ruptura de precursores 
polipeptídicos para dar lugar a proteínas virales. Esto provoca la formación de 
partículas virales inmaduras (no infecciosas). Son más selectivos frente a VIH-1. pero 
también son activos frente a VIH-2. No requieren activación celular, y son también 
eficaces en células en reposo. Se administran por vía oral, pero presentan baja 
biodisponibilidad y mucha interacciones con otros medicamentos (inhiben el CYP-450). 
En cuanto a sus reacciones adversas, en general son leves, intolerancia 
gastrointestinal y modificación de parámetros de laboratorio (hiperglucemia, enzimas 
hepáticos, bilirrubina, ácido úrico). Destacar el síndrome de lipodistrofia (distribución 
atípica del tejido adiposo), hiperlipidemia, diabetes y el sangrado en pacientes 
hemofílicos. Se utilizan para tratamiento de inicio y de rescate (en combinación con 
ITIANs).  
Los fármacos más representativos de 
este grupo son saquinavir, ritonavir e 
indinavir, que son péptidos sintéticos de 
baja toxicidad in vitro. Su mecanismo 
se produce por ser peptidimiméticos 
semejantes al sustrato natural de la PR, 
bloqueando su acción. 
Presentan una baja vida media y debe 
actuar con gran especificidad sobre 
proteasas del VIH, lo que supone un 
inconveniente.  
3.2.3.5. Inhibidores de la maduración 
El fármaco más representativo de este grupo es el Bevirimat, que funciona 
impidiendo que las proteínas y partículas producidas en la célula infectada, se 
Figura 33. Saquinavir 
www.pharmainformatic.com 
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articulen para formar una nueva copia del VIH. Esto reduce el número total de viriones 
presentes en el organismo.  
3.2.4 Antivirales de amplio espectro 
3.2.4.1. Interferón 
Los IFNs son un grupo de pequeñas glucoproteínas, producidas y liberadas por 
las propias células como respuesta a diferentes estímulos (virus, tumores, respuesta 
inmunitaria,...), que incrementan la resistencia de las células frente a los virus. Para 
ello se unen a la membrana plasmática de otra célula, induciendo ese estado 
antivírico. Son muy potentes, una concentración tan baja como 10-11 M tiene un efecto 
antivírico significativo. 
Hay tres tipos de IFNs: α y β producidos por células linfoides, epiteliales y linfoblastos, 
y el IFN-γ producido por linfocitos T activados y células NK. Cada interferón tiene 
efectos biológicos y características fisicoquímicas diferentes. Su actividad antivíral no 
es directa, sino que inducen la síntesis de  ciertas proteínas que actúan en las células 
expuestas de muy distintas formas en función del virus o tipo celular. 
Solo se dispone comercialmente del interferón α, obtenido por ingeniería genética. Se 
administra por vía subcutánea o intramuscular, con una vida media corta, pero su 
actividad antiviral dura varios días. Se han producido interferones pegilados a los que 
se une polietilenglicol, aumentando con ello la vida media y el efecto antiviral. A dosis 
bajas va a producir un síndrome parecido a la gripe. Pero pueden aparecer efectos 
secundarios más graves como trastornos psiquiátricos, depresión y toxicidad a nivel de 
médula ósea. Esta Indicado en hepatitis crónicas,  virus de la hepatitis B y virus de la 
hepatitis C, sarcoma de Kaposi, en VIH (actúa sinérgicamente con AZT y otros), 
condiloma acuminado, y otras infecciones víricas. 
3.2.4.2. Ribavirina  
Es un análogo sintético de guanosina, Por vía inhalatoria puede ocasionar irritación 
conjuntival y erupciones cutáneas. Por vía intravenosa, reduce la hemoglobina y el 
hematocrito , produciendo anemia. Es teratógeno. Tiene acción terapéutica de amplio 
espectro por vía oral,  y asociada a INF-α (via subcutánea); es tratamiento de elección 
de la hepatitis C crónica activa, Y por vía inhalatoria para bronquiolitis grave infantil por 
virus respiratorio sincitial. Finalmente, en la Tabla 6 se describen las propiedades y 
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Actualmente, no es posible erradicar la infección por el VIH una vez establecida, 
por lo que la búsqueda de métodos preventivos, principalmente de la infección por vía 
sexual, es especialmente importante. Los principales métodos preventivos son las 
vacunas y los microbicidas. Hasta el momento no se cuenta con una vacuna segura y 
eficaz, ya que esta debe reunir una serie de condiciones especiales que no se ajustan 

























El estudio STEP, estudio en fase IIb, fue llevado a cabo por la red de estudios de 
vacunas contra el VIH  y los laboratorios Merck, contó con la participación de 3000 
pacientes, voluntarios de diferentes países, fue diseñado para probar la vacuna 
trivalente de Merck, la MRKAd5 y su objetivo era estimular la producción de células T 
 
Figura 34.  Razones por las cuales el SIDA no se ajusta al paradigma para desarrollo 
de las vacunas comunes. Inmunologia de Kuby 2007 
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para que asi pudieran ser destruidas las células infectadas por VIH, se pretendía 
determinar si la vacuna podía evitar la infección por el VIH, reducir la cantidad de 
individuos que desarrollaran la infección o ambas cosas. no mostró ninguna protección 
ni ninguna modificación de la replicación viral en los pacientes infectados, y entre los 
no infectados se produjeron infecciones aunque aumentó la defensa inmunológica 
(Buchbinder et al., 2008).  
En un ensayo realizado en 2009 en Tailandia, en el que participaron mas de 16.000 
personas, heterosexuales  utilizando una vacuna basada en un vector recombinante 
de viruela de canario con una proteína del VIH recombinante (gp120), dio como 
resultado una reducción  del 31% de la incidencia de la infeccion por VIH  sin afectar al 
grado de viremia o al numero de los linfocitos T en aquellos individuos que se 
infectaron (Rerks-Ngarm et al., 2009).  
Actualmente, el enfoque científico va encaminado a diseñar vacunas candidatas contra 
el VIH, con base en los conocimientos de la estructura proteínica de las espínas 
superficiales que el VIH usa para fijarse a las células humanas e infectarlas. Estas 
espínas tienen sitios que son vulnerables a potentes anticuerpos que bloquean la 
infección de células humanas in vitro en más del 90% de las cepas de VIH de todo el 
mundo evaluadas. Ahora, los científicos trazan una estrategia para crear una vacuna 
que pueda estimular en una persona sana la síntesis de tales anticuerpos 
neutralizantes de amplio espectro. Sin embargo, sin importar cuán eficaz es una 
vacuna preventiva contra el VIH, es necesario evaluarla y administrarla en 
combinación con otras herramientas de prevención de la infección por el VIH, 
biomédicas y del comportamiento. Ninguna estrategia de prevención del VIH 
controlará y erradicará la pandemia de VIH/SIDA por sí sola. Por eso, es importante la 
investigación de microbicidas vaginales y rectales y  la profilaxis previa a la exposición   
 
4.2. Eventos iniciales de la infección 
Los microbicidas son fármacos aplicados en las mucosas para evitar la 
infección por microorganismos y tienen que ser eficaces y seguros. El VIH, para 
infectar las células diana, debe evitar una serie de barreras mecánicas, químicas y 
biológicas intrínsecas. La estructura del tracto genital femenino constituye la primera 
línea de defensa contra el VIH. (Kaushic et al., 2010). Por ello, el VIH recurre a una 
serie de mecanismos principales de transmisión viral: una primera ruta de entrada  en 
la que viriones solubles se unen a las células hospedadoras a través de una 
interacción  con sus receptores; otro mecanismo surge por contacto célula-célula, en el 
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cual no se liberan viriones al medio; y el último, denominado sinapsis viral, que es 
llevado a cabo por células presentadoras de antígenos, como son principalmente las 
células dendríticas, que pueden capturar las partículas virales vía receptores de 
lectinas tipo C (DC-SIGN), para luego presentarlas a los linfocitos CD4+. Este último 
mecanismo incrementa la eficiencia de la infección y previene la neutralización por 
anticuerpos o el sistema del complemento, y se ha considerado por tanto como la 
diana más importante de los microbicidas (Figura 35). 
 
Estos tres mecanismos son capaces de producir infecciones productivas por 
contacto sexual. En general, el tracto genital femenino se puede dividir en dos 
compartimentos que pueden ser infectados por el VIH-1, el tracto reproductivo inferior 
que consiste en la vagina y ectocervix,  tapizado por epitelio escamoso estratificado y 
extracto reproductivo superior consistente en endocervix, endometrio y trompas de 
Falopio tapizado por una capa sencilla de epitelio columnar. (Wira et al., 2005). El VIH 
puede infectar la mucosa rectal, vaginal, ectocervical y endocervical. La mucosa rectal 
resulta ser mucho más frágil y es muy susceptible a la infección. Mientras que la 
vagina presenta en las zonas más susceptibles un epitelio estratificado, la mucosa 
 
Figura 35. Fases iniciales de la infección por VIH. Miro et al., 2004 
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rectal sólo presenta un epitelio simple en monocapa. Además, la lámina propia 
intestinal contiene una alta concentración de células presentadoras que facilitan 
enormemente la infección. Estos cambios histológicos e inmunológicos entre la 
mucosa vaginal y la rectal tienen por supuesto implicaciones en la aplicación de 
microbicidas. (Fletcher et al., 2006), (Rohan et al., 2013). La multicapa escamosa del 
epitelio que cubre la vagina y el ectocervix, cuando esta intacta, proporciona una mejor 
protección mecánica contra  la invasión por VIH, que el epitelio columnar monocapa 
que cubre el endocervix. Generalmente la mayoria de las células implicadas en la 
transmisión del VIH son células CD4 DCs y células T que forman parte de la lámina 
propia de la mucosa genital, por ello la mayor población de este tipo de células en la 
zona de transición entre endocervix y ectocervix puede ser un lugar particularmente 
susceptible a la infección y entrada del VIH. (Pudney et al., 2005). Sin embargo, la 
mayor superficie de la pared vaginal y la ectocérvix, muy superior a la endocérvix, 
incrementará el riesgo de transmisión viral, particularmente cuando se produce erosión 
o rotura como consecuencia de prácticas sexuales (Hladik & McElrath, 2008). Por 
tanto, la transmisión selectiva del VIH a través de la mucosa vaginal es más común 
que la producida a través del cérvix (Padian et al., 2007).  
En cuanto a los leucocitos, la ectocervix es potencialmente mas vulnerable que la 
mucosa vaginal, ya que contiene mayor cantidad de linfocitos T CD-4 , macrófagos y 
células dendríticas; esto favorece la infección, que será menos probable también en la 
endocervix que posee el menor número de linfocitos T, y macrófagos y no contiene 
células dendríticas.   
 
Figura36. Transmisión del VIH a través de la mucosa por distintos caminos, donde participan células T CD4, 
macrófagos y células dendríticas. McGowan et al., 2006 
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Las células epiteliales en el tracto genital femenino producen diversos factores que 
crean un ambiente inhóspito para el VIH, tales como una capa superficial hidrofílica 
protectora de glucoproteínas y glucolípidos llamada glicocalix, y un mucus hidrofóbico 
glucoproteínico. Ambos, el glicocalix y el mucus actúan como barreras de la mucosa 
(Kaushic et al., 2010). 
Los viriones que son inicialmente libres, y aquellos que son liberados desde 
células infectadas donadoras seminales, interactúan con las célula epiteliales, y 
atraviesan el epitelio a través de múltiples caminos, incluyendo transcitosis, 
endocitosis y subsecuente exocitosis, causando infección productiva, o simplemente 
por penetración a través de huecos entre las células epiteliales. Diversas proteínas 
expresadas en la superficie de las células epiteliales pueden mediar el ataque del VIH, 
dos glucoesfingolípidos de la superficie celular, lactosilceramida sulfatada, expresada 
por las células epiteliales vaginales, y galactosilceramida expresada por células 
epiteliales ectocervicales, uniendo HIV gp120 y fomentando la transcitosis. 
Interacciones de gp120 con proteoglicanos heparan sulfato transmembrana 
expresados por el epitelio genital pueden también contribuir al ataque y entrada  del 
VIH. (Hladik & McElrath,  2008). 
 
4.3 Importancia del buen estado de la mucosa 
El riesgo de transmisión del VIH por el acto coital es relativamente infrecuente 
siempre y cuando la mucosa permanezca inalterada, no se trate de un individuo 
susceptible y su pareja no posea infecciones (Dosekun & Fox, 2010). Es importante 
destacar que el mal estado de la mucosa favorece la infección por VIH, es por ello que 
la inflamación resulta ser un factor determinante a la hora de exponer las células que 
forman parte de la mucosa con el VIH. Microabrasiones mecánicas de la superficie 
mucosa, inducida por el coito, pueden también permitir el acceso directo del VIH a 
células diana, tales como DCs, células T, y macrófagos en el epitelio basal. El riesgo 
de transmisión por tanto es favorecido si la flora normal es destruida o alterada, si se 
reducen los factores innatos de protección, o si se daña o inflama la integridad del 
epitelio protector de la mucosa. (Haase et al., 2011). 
Diversas causas pueden provocar inflamación, quizás la mas significativa y 
mas estudiada sea la alteración en la microflora vaginal (vaginosis bacteriana) y  las 
enfermedades de transmisión sexual (ETS). Otros potenciales inductores son, además 
de las microabrasiones, la higiene intima con antisépticos, las proteínas en el plasma 
seminal y los lubrificantes, así como los cambios hormonales.( Roberts et al., 2012)  
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Los métodos disponibles para prevenir la infección por VIH incluyen preservativos, la 
circuncisión masculina  e intervenciones en el comportamiento, pero hay datos que 
indican que esto es insuficiente para la mujer. En la mujer subsahariana uno de los 
mayores riesgos de contraer la infección son las relaciones estables a largo plazo 
donde el uso del preservativo es muy bajo y  que no pueden persuadir a sus parejas 
del uso del mismo. Los microbicidas son productos tópicos, tales como geles, 
cápsulas, tabletas, films, anillos intravaginales, diseñados para ser aplicados durante 
el tiempo del coito. El objetivo es la inhibición o el bloqueo de las etapas tempranas en 
el proceso de infección en la vagina o mucosa rectal. Al ser de acción tópica local, 
grandes concentraciones de fármaco se liberan exponiéndose a la superficie viral, sin 
producir por ello una exposición sistémica significativa (Shattock et al., 2012). 
Microbicidas o formulaciones tópicas de agentes antiVIH mejoran la protección 
inactivando directamente al virus o previniendo su ataque. Deben ser seguros y 
efectivos, ya sea por administración vaginal o rectal, y deberían causar mínimos o 
ningún efecto secundario a largo plazo o en aplicaciones repetidas (Huskens et al., 
2008). 
4.4 Antivirales como microbicidas con mecanismo de accion inespecifico  
Los microbicidas vaginales, formulados como geles, cremas, films o anillos, 
han sido desarrollados inicialmente como una opción en la prevención de la 
transmisión del VIH en mujeres, que puede reducir la transmisión hombre-mujer del 
VIH, y posiblemente otras ETS (Skoler-Karpoff et al., 2008). La aplicación de 
microbicidas como método de prevención de la infección por VIH, se lleva estudiando 
casi  dos décadas sin embargo, casi todos los compuestos estudiados han fracasado 
en ensayos clínicos por problemas de seguridad. En este sentido, se trató de 
compuestos que no solo fallaban en la prevención de la transmisión de la enfermedad 
sino que en algunos casos aumentaban el riesgo de padecerla (Segarra et al., 2011). 
El espermicida nonoxinol-9 fue el primer compuesto probado  por su potencial como 
microbicida- Exhibió in vitro actividad contra VIH-1 y otras infecciones de transmisión 
sexual.  Sin embargo, en estudios clínicos en fase II/III  no ejerció efectos protectores 
contra la transmisión del VIH-1 en mujeres al ser utilizado con baja frecuencia, y 
además causó un aumento en  el riesgo de infección y transmisión del VIH-1 cuando 
se usaba mas de tres veces al día, además de efectos secundarios tóxicos (McGowan 
et al., 2006). 
El sulfato de celulosa presenta una larga cadena de polisacárido sulfatado, y 
esta siendo estudiado como contraceptivo y microbicida; actúa inhibiendo tanto R5 
como X4, ya que se une a V3 de gp-120 del VIH (Scordi-Bello et al., 2005). Parece 
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presentar gran actividad in vitro en un amplio espectro de patógenos responsables de 
enfermedades de transmisión sexual (McGowan, 2006). Ensayado como microbicida 
resultó ser seguro en un estudio en fase I; sin embargo, un estudio en fase III fue 
interrumpido pues resultados preliminares indicaron un incremento en el riesgo de 
transmisión del VIH, comparado con placebo (25 frente a 16 nuevas infecciones).  
Parece ser que presentó capacidad irritante de la mucosa, dando lugar a un proceso 
inflamatorio que ayudaba a la infección. Actualmente sabemos que la inflamación de 
las mucosas es un activador importante de la infección (Ashley et al., 2010). Estos 
resultados han provocado  la necesidad de desarrollar y validar mas biomarcadores 
preclínicos predictivos de seguridad y eficacia. Desarrollar modelos de transmisión del 
VIH es particularmente difícil porque muchos de los parámetros clave son todavía 
desconocidos: dosis inoculada o difíciles de simular, y los efectos del sexo y el semen 
en la infección. En 2011, se han puesto a prueba geles para poner a punto modelos de 
evaluación de seguridad para todos los productos de este tipo. (Segarra et al., 2011).   
El lauril sulfato sódico es un potente surfactante inhibidor de virus con envuelta 
(VHS y VIH), asi como sin envuelta (papiloma virus, rotavirus y poliovirus); es llamado 
el “condón invisible”, pues es un agente en forma liquida a temperatura ambiente que 
cubre la pared vaginal y que gelifica en contacto con la mucosa. Presenta una 
formulación en gel termoreversible, proporcionando una barrera física y química (Piret 
et al., 2002). El lauril sulfato sódico es espermicida y microbicida, y su mecanismo de 
acción engloba una combinación de disolución de la envuelta viral con una 
desnaturalización de la envuelta o de las proteínas de la cápside, destruyendo el virus 
(Haineault et al., 2003). Estudios  de seguridad en fase I y II, realizados en Camerún  
con  resultados optimos en cuanto a tolerancia, fueron publicados en el 2010 (Mbopi-
Keou et al., 2010) Este surfactante esta siendo utilizado en el recubrimiento de 
nanoparticulas cargadas negativamente con antiretrovirales como la davipirina   
 
4.5  Antivirales como microbicidas que inhiben la entrada viral: bloqueando  la 
interacción gp120-CD4   
La glicoproteina del virus gp-120 se une al receptor CD4 en la célula, y sufre cambios 
conformacionales lo que  facilita su unión a los correceptores CR5 y CXCR4 
En contraste con el receptor CD4 presente en la membrana celular y que es requerido 
para la entrada del VIH, CD4 soluble (CD4s) parece inhibir la entrada a altas dosis in 
vitro. Estudios in vitro demuestran que la molécula soluble de CD4 sintética, una 
pequeña proteína obtenida por ingeniería genética, se une a la glicoproteína de la 
envuelta viral gp120, evitando de ésta forma la fusión de la partícula vírica con los 
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linfocitos y sin efectos tóxicos, aunque tiene una vida media muy corta. (Van 
Herrewege et al., 2008). Sin embargo, presenta un inconveniente y es que la 
administración clínica de esta proteína no reduce la carga viral en pacientes infectados 
con VIH, y análisis detallados revelan que los niveles de CD4s conseguidos no fueron 






    Figura 37.  Primer estadío en la infección por VIH.Shattock et al., 2012. 
 
La ciclotriazadisulfonamida (CADA), ha sido descrita como inhibidor de la 
infección por VIH y VHS-7, por modulación del receptor CD4. La actividad antiviral de 
una larga serie de derivados de CADA se relaciona con su capacidad para modular la 
expresión del receptor. CADA es específico de CD4 y no altera la expresión de ningún 
otro receptor celular (ej. CXCR4, CCR5), presenta un mecanismo de acción diferente a 
los aurintricarboxílicos que se unen al CD4 directamente, regula a la baja la expresión 
de CD4 a nivel postransduccional. Si ello prueba seguridad podría representar un buen 
candidato para ser probado como microbicida; además presenta una  acción sinérgica 
al ser combinado con NRTIs (zidovudina, lamivudina, zalcitabina y abacavir), y NtRTIs 
(tenofovir) y NNRTIs (nevirapina, delavirdina), IPs (lopinavir, indinavir, saquinavir, 
ritonavir), también con el inhibidor de la gp41 fusión T20 (enfuvirtida), el antagonista 
CXCR4 AMD3100, y las lectinas de plantas manosa específicos de G. nivalis e H. 
hybrid (De Clerck et al., 2004; Vermeire et al., 2008). 
Otras pequeñas moléculas inhibidoras de la interacción en la unión gp120-CD4 son los 
compuestos BMS-378806 y  BMS-488403, cuya estructura se presenta en la Figura 
38. Estos agentes también actúan sobre el sitio de unión CD4 de gp120 pero su 
mecanismo de acción preciso no está claro. Algunos estudios sugieren que compiten 
con CD4s por la unión a gp120, mientras otros indican que no bloquean la unión de 
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CD4s, y puede ejercer sus efectos por prevención de los cambios conformacionales de 
gp120. Otros estudios apoyan que previene el ataque sobre el receptor CD4 pero 
además sobre el co-receptor CCR5 (Guo et al., 2003). La utilidad clínica de BMS-806 
está limitada por una pequeña barrera genética para la resistencia. 
 
     
Una estrategia adicional para bloquear la interacción entre CD4 y gp120 es actuar 
sobre el receptor CD4 usando anticuerpos. El anticuerpo humanizado ibalizumab 
(TNX-355) se une a los dominios D2 de CD4 y bloquea la inducción de los cambios 
conformacionales en gp120. Se ha demostrado que reduce la carga viral 
incrementando el nivel de T CD4  solo y en combinación con terapia antiretroviral 
optimizada. Ha demostrado seguridad en ensayos de fase I y II ,y  en la actualidad se 
esta llevando a cabo un ensayo en fase I  de prevencion con no infectados. 
Los inhibidores polianiónicos comprenden un grupo de compuestos que son 
generalmente considerados inhibidores de la entrada. La mayoría de los mecanismos 
de actividad anti-VIH considerados en estos compuestos están relacionados con 
interacciones electrostáticas con la glicoproteína gp-120 de la envuelta viral, que en 
última instancia previenen la unión del virus con la célula diana. Estos compuestos han 
sido estudiados in vitro, en ensayos de citotoxicidad y mecanismos de acción ex vivo 
de transmisión del VIH, y eficacia y toxicidad en modelos animales in vivo (Pirrone et 
al., 2011). Algunos de estos compuestos han sido probados en ensayos clinicos. 
Vamos a tratar de describir algunos de los más importantes: 
Se han descrito polisacáridos extraídos de Fucus vesiculosus, un alga parda 
marina, que actúan a nivel de la entrada del VIH en la célula huesped. Se trata de 
polisacáridos sulfatados cuya actividad antiviral depende precisamente del grado de 
sulfatación de la molécula (Bruñi et al., 1996).  
Extraído también de un alga parda, el SPMG, se identifica como un  
polimanuroguluronato sulfatado, con aproximadamente 1,5 y 1 grupos sulfato y 
carboxílico respectivamente por resíduo azucarado, y un peso molecular aproximado 
de 10kDa, introducido en estudios clínicos en fase II en China, resultando ser uno de 
Figura38.  Fármacos que inhiben la interacción gp120-CD4. Guo et al., 2003 
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los primeros candidatos a ser aprobado como fármaco antirretroviral  de naturaleza 
polisacarido y de origen marino. En estudios in vitro e in vivo  inhibió la replicación del 
VIH, interfiriendo con la entrada del VIH en los linfocitos T. Tambien se ha demostrado 
que Tat (factor de transactivación del VIH) presentaba una gran afinidad de unión por 
el polisacárido vía su domínio básico,  inhibiendo de ese modo además, el tumor mas 
común en pacientes infectados por VIH, el sarcoma de Kaposi, una causa importante 
de mortalidad y morbilidad en pacientes infectados por VIH, que se ha demostrado que 
es inducido por Tat ((Lu et al., 2007 ; Sullivan et al., 2009). Recientemente, se ha 
puesto de manifiesto otro sitio de unión del SMPG  el dominio KKR, que también 
afecta directamente a dicho tumor (Yan-lin et al., 2011). 
Extraído de un alga roja, la Asparagopsis armata (Haslin et al., 2001) identifican un 
polisacárido  con galactosa:3,6 anhidro galactosa:sulfato, que es capaz de inhibir la 
replicación del HIV a nivel de la formación de sincitios y a nivel de la inhibición de TI La 
máxima actividad antiviral implica la presencia del polisacárido durante la infección o 
después, pero no antes. El galactan sulfato extraído de Agardhiella tenera 
(Gigartinales, Areschongiaceae), mejora la protección contra el efecto citopático del 
VIH-1 (HTLVIIIB) y VIH-2 (LAV-2ROD), a una concentración diez veces mayor que la 
concentración de sulfato de dextrano (CI50  0.5 y 0.05 μg/mL, respectivamente) 
(Bourgougnon et al., 2003). Anteriormente, estos autores también describieron la 
variación en la composición y en la actividad anti-VIH-1 in vitro en el 
glucuronogalactano sulfatado de Schizymenia dubyi (Rhodophyceae). Este 
polisacárido suprimió  la formación de sincitios y la TI asociada, a una concentración 
de 5 μg/mL. Esta actividad anti-VIH-1 se correspondía con un decrecimiento en la 
viscosidad, y en los contenidos de L-galactosa y sulfatos en el polisacárido. El 
mecanismo de acción anti-VIH, se atribuye generalmente a la inhibición del ataque del 
virus a la superficie celular por interacciones iónicas entre polisacáridos y células 
(Ghosh et al., 2009). Para que la inhibición sea efectiva es necesaria la  preincubación 
de las celulas con los polisacáridos sulfatados con las células antes del contacto  con 
virus (Bouhlal et al., 2011) 
Nuevos polisacáridos extraídos de algas rojas, como Grateolupia filicina y Grateolupia 
longifolia, con un contenido en sulfato del 25,7 y 18% respectivamente, presentaron 
una potente actividad anti-VIH-1 cuando se añadieron al mismo tiempo de infección, y 
dos horas post-infección, presentando además una baja citotoxicidad. (Wang et al, 
2007a). Todos ellos inhiben la entrada del VIH debido a la interacción directa con el 
bucle V3 de la gp120 viral. Esta aproximación, ofrece la capacidad de atacar un 
proceso que implica tanto a receptores celulares como a ligandos virales, pudiéndose 
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llegar, hipotéticamente, a la detencion de la infección y de la muerte de células no 
infectadas. El principal inconveniente de estos compuestos parece ser su baja 
biodisponibilidad por vía oral, y la trombocitopenia en administración intravenosa; esto 
provoca que únicamente puedan ser utilizados como antivirales de uso tópico. (de 
Clerq et al., 1995). Los retrovirus y mixovirus sensibles a la acción inhibitoria de estos 
polisacáridos, comparten un segmento peptídico compuesto por tres aminoácidos, que 
podría estar relacionado con la acción inhibitoria de estos compuestos (Hosoya et al., 
1991).  De hecho, es importante destacar que ya desde hace dos décadas se esta 
abordando el uso de polisacáridos contra virus como microbicidas, es decir aplicados 
en las mucosas para intentar prevenir  la infección.  
Los carragenanos son polisacáridos sulfatados extraídos de algas marinas, 
que generalmente son utilizados como gelificantes en la industria cosmética y 
alimenticia, aunque algunos de ellos están siendo evaluados como agentes 
microbicidas (McGowan et al., 2006). Los carragenanos extraidos del alga roja 
Gymnogongrus griffithsiae (Phyllophphoraceae, Gigartinales), presentan actividad 
antiherpetica (CE50 de 0,5–5,6 μg/mL), en celulas Vero (Bouhlal et al., 2011). 
 En 2008, se llevó a cabo un estudio randomizado, doble ciego y controlado con 
placebo, que evaluaba la eficacia y seguridad de Carraguard
®
  (PC-515) un 
carragenano, para la prevención de la infección por VIH en mujeres sudafricanas. El 
compuesto Carraguard
®
 es desarrollado como un gel anticonceptivo vaginal; como  
ingredientes incluye  una mezcla de lambda y kappa carragenanos derivados de algas 
marinas. Estudios tanto in vivo como in vitro, sugieren que los carragenanos pueden 
inhibir el VHS-2 y la infección por VIH (Altini et al., 2010). En el estudio participaron 
6.202 mujeres con edades comprendidas desde los 16 años en adelante, sexualmente 
activas; 3.103 recibieron Carraguard
®
 y el resto metilcelulosa como placebo. La 
duración del estudio fue de dos años, y los efectos adversos se relacionaron más con 
el uso de un gel vaginal que con el fármaco en cuestión. Este estudio no reveló 
eficacia en la prevención de la transmisión del VIH. (Skoler-Karpoff et al., 2008).  No 
obstante, el Carraguard
®
 sigue siendo desarrollado como microbicida en combinación 
con otros compuestos. En un estudio en fase II  llevado a cabo con esta formulación 
en dos lugares de Sudafrica, se demostró que su uso no se asociaba con un mayor 
aumento en la irritación de la mucosa vaginal, cervical o genito-externa que placebo, 
usando el producto de 3-5 veces por semana, durante el acto sexual, confirmando el 
resultado de dos estudios previos  en fase II de similares características llevados a 
cabo en Tailandia (Kilmarx et al., 2006, 2008; Altini et al., 2010). Por último, el estudio 
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mas reciente llevado a cabo por la Universidad de Ciudad del Cabo en Sudáfrica con 
Carraguard
®
, describió por primera vez una menor prevalencia de un microbicida 
vaginal en el riesgo de padecer infección por papiloma virus frente a placebo (Marais 
et al., 2011). 
En el caso de los fucoidanos extraídos de otro alga marina  Adenocystis 
utricularis, de los que ya se conocía su actividad antiherpética, resultaron tener 
actividad anti-VIH in vitro, aunque en este caso el efecto inhibitorio no fue debido a una 
inactivación del efecto en la partícula viral, sino a un bloqueo en los eventos 
tempranos a la replicación. Esto hace pensar en la posibilidad de utilizar estos 
compuestos como posibles candidatos para profilaxis de la infección por VIH 
(Trinchero et al., 2009). 
El acemanano, un manano aislado como inmunomodulador de Aloe vera (L.) 
Burm. F., mostro actividad sinergica con inhibidores del VIH como AZT (Tilton &Doms, 
2010).  
Otro compuesto polianiónico, en este caso de síntesis,  es un polímero 
naftaleno sulfonato  que fue utilizado en un ensayo clinico llamado PRO-2000, que 
previene tanto la fusión del virus con la célula a nivel de la unión gp120-CD4, como la 
subsecuente diseminación fuera de la mucosa (Fletcher et al., 2006). Se ha 
demostrado en estudios in vivo que PRO-2000, a 0,5, 2 y 4%, es bien tolerado, 
aunque aparece un aumento de sangrado intermenstrual a la concentración mas alta 
comparado con placebo. Este compuesto tambien presenta actividad anti-VIH in vitro 
(Lacey et al., 2006; Keller et al., 2006). 
Los sulfatos de  dextrina son polianiónes que actúan también a nivel del bucle 
V3 del VIH impidiendo su unión a CD4 atraves de interacciones electrostáticas entre 
los grupos  sulfatos y los residuos básicos del bucle son bien tolerados pero 
manifiestan resistencia al VIH-1 salvaje y al tropismo R5 que no poseen apenas 
residuos básicos., (Moulard et al., 2000). 
Para que un antiretroviral sea usado como microbicida, debe ser estrictamente seguro 
y eficaz.  
Actualmente los polisacáridos sulfatados constituyen unos buenos candidatos 
para ser formulados como agentes anti-VIH vaginales, pues ademas no son caros.  
Los antiretrovirales basados en proteínas recombinantes pueden  jugar un 
papel significativo en la prevención de la transmisión por VIH, pero tienen el 
incoveniente del alto coste, y la dificultad de su disponibilidad en areas pobres del 
Africa subsahariana. Griffithsin (GRFT), es una proteína de un alga roja, que se ha 
conseguido producir con buenos rendimientos a partir de la planta Nicotiana 
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benthamiana Domin  a la que se transduce como vector  un virus mosaico del tabaco . 
Ésta molecula es activa, con valores de CE50 picomolares, uniéndose a las 
glicoproteínas de la envuelta viral, y es capaz de bloquear la transmisión del VIH 
celula-celula. Puede ser un firme candidato para ser validado como microbicida 
antiviral en humanos (O`Keefe et al., 2009).  
La tendencia actual es aplicar esos agentes anti-VIH en una base de gel no irritante, 
que se ha visto que es mejor tolerado por el tracto genital femenino que los 
surfactantes, los tampones ácidos y los polímeros aniónicos, o incluso unidos los 
propios microbicidas a agentes que en aplicación tópica regulen a la baja la 
concentración de citocinas en el tracto vaginal. Este es el caso del  monolaureato de 
glicerilo que resulto ser regulador de la concentración de citocinas; en concreto, 
parece ser que disminuye la concentración de citocinas proinflamatorias,en un modelo 
in vivo en monos y probablemente como consecuencia de esto prevenga la infección 
por VIH (Li et al., 2009; Roberts et al., 2012). 
       Las lectinas de plantas superiores y de bacterias han recibido especial atención 
en el campo de los microbicidas es el caso de la cianovirina-N (CV-N), Estas 
glicoproteinas interaccionan con los glicanos de la envuelta viral (gp120) del VIH, y 
bloquea la entrada viral en sus células diana. Las lectinas derivadas de las plantas H. 
hybrid y G. nivalis, son tetrámeros manosa específicos de 50KDa con selectividad para 
diversas variedades del VIH-1 y VIH-2 (Balzarini et al., 2006). Mientras que las lectinas 
de H. hybrid tienen especificidad por ambas  unidades  interna y terminal (-1,3 o´ -
1,6), uniones manosil, las de G. Novalis las tiene exclusivamente por resíduos 
terminales -1,6-manosa. Hasta ahora, el monómero de lectina de 8,5KDa de los 
rizomas de Urtica dioica L., ha sido la única lectina de plantas con especificidad por N-
acetil-glucosamina, que exhibió pronunciada y consistente actividad anti-VIH.  
        La CV-N, es una proteína de 11KDa derivada de la cianobacteria Nostoc 
ellipsosporum,  presenta una gran especificidad para moléculas terminales de manosa 
(1-2),  y es un candidato a microbicida (Huskens et al., 2008). La inhibición que 
provoca este compuesto es de tipo irreversible, e implica una unión fuerte con los 
oligosacáridos de manosa en la glicoproteína gp-120 de la envuelta viral. Ésta unión 
afecta a la flexibilidad de la gp-120, y se piensa que esto dificulta los cambios 
conformacionales requeridos para unas correctas interacciónes con el receptor de la 
membrana celular CD-4, y los correceptores CCR5 y CXCR4, los cuales son 
esenciales para la fusión subsecuente mediada por gp-41. La presencia de glicanos en 
gp-120 es crucial para que el VIH pueda evadir el sistema inmune; y conformar lo que 
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se denomina " escudo de glicanos”, que permiten el enmascaramiento de las  
proteínas inmunogénicas. De hecho la mayoría de las proteínas expuestas en el lado 
extraviral de la envuelta están cubiertas por carbohidratos.  
La actividad antiviral  de la CV-N y de moléculas similares se basa en un  doble 
mecanismo: por un lado, son capaces de unirse a los glicanos de la envuelta viral, y 
bloquear la entrada del virus ; y por otro lado, la exposición durante largo plazo de 
tales agentes conduce a una delección progresiva de los sitios de glicosilación en la 
superficie viral como una respuesta adaptativa a la presión antiviral (Patsalo et al., 
2011). Se ha descrito que CV-N inhibe también la transmisión de otros virus con 
envuelta, inhibe la infección de Ébola y VHS, por unirse a las respectivas 
glicoproteínas de la envuelta, y la infección de influenza por unión a hemaglutinina. La 
forma natural de CV-N es inestable con tendencia a formar dímeros, y esto complica 
su uso clínico. La aplicación clínica más prometedora de CV-N es como microbicida. 
Se han diseñado variantes de esta molecula que son mas estables que la proteína 
natural, tanto química como térmicamente, manteniendo la estructura nativa con la 
especificidad del carbohidrato.Esta lectina se expresa en especies de Lactobacillus 
modificados por ingenieria genetica y se esta considerando la posibilidad de utillizar 
estas especies,  en alimentos como yogures para conseguir aumentar los niveles de 
esta proteina en diferentes tejidos. 
Las lectinas, además, interrumpen el proceso de presentación viral por células 
presentadoras de antígenos, como las células dendríticas, interfiriendo en los sitios de 
glicosilación 
Actualmente, se está evaluando la eficacia de un compuesto natural llamado 
hidroxitirosol, contenido en el aceite de oliva, un compuesto abundante, barato y 
fácilmente formulable. Combinaciones de hidroxitirosol con otros fármacos puede dar 
lugar a un efecto sinérgico, y debido a sus características químicas puede formar parte 
de excipientes, mejorando la formulación de otros fármacos. Hasta ahora, la acción del 
hidroxitirosol sobre el ciclo de replicación viral podría afectar a la integración y a la 
fusión. La IN es una enzima que se incorpora en el virión, por lo que sería una gran 
candidata para utilizarla como diana de microbicidas, que podrían inhibirla antes de 
que el virus entre en la célula diana. La fusión implicaría evitar la infección antes de 
que el virus entre en la célula. Además, hidroxitirosol demuestra en VIH con diferentes 
tropismos, semejante actividad anti-VIH tanto en líneas celulares (MT-2) como en 
células mononucleares de sangre periférica, CI50 de entre 30 y 90 µM, y una falta de 
toxicidad hasta 1000 µM, potencia comparada con tenofovir, que es de entre 10 y 20 
µM  (CAPRISA 004). (Abdool Karim et al., 2010) 
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4.6 Antivirales como microbicidas que bloquean la interacción de gp120- 
correceptor     
       El descubrimiento de receptores de quimiocinas como correceptores del virus, la 
capacidad de las quimiocinas de bloquear la entrada del VIH en la celula, y la 
observación de que los defectos en la expresión de CCR5 en la célula huésped 
reducen la infección aguda y la progresión de la enfermedad, proporcionan las bases 
para el desarrollo de antagonistas de correceptores de VIH como fármacos 
antirretrovirales. (Este & Telenti, A., 2007). CCR5 es el mas importante correceptor 
para macrófagos, los cuales predominan durante los primeros estadíos de la 
transmisión viral (Maeda et al., 2004). 
Éstos inhibidores de la entrada bloquean la interacción entre la glicoproteína gp120 de 
la superficie viral, y los receptores de la membrana plasmática y correceptores de la 
célula huésped. Uno de los correceptores es el CCR5, una proteína G tipo rodopsina 
acoplada a proteínas G. 
 
     
La primera clase de inhibidores identificados son los ligandos naturales de CCR5, que 
incluyen CCL5 (RANTES), CCL3, (MIP-1) y CCL4 (MIP-1). Estas quimiocinas 
ejercen sus efectos antivirales por bloqueo de la unión gp-120 a CCR5, induciendo la 
internalización de CCR5 desde la membrana celular, pero tienen actividades agonistas 
CCR5 potencialmente indeseables. Además, por ser de naturaleza proteica, presentan 
una pobre biodisponibilidad por vía oral (Wang & Dang, 2008). 
 Se han desarrollado distintos derivados de RANTES, incluyendo AOP-RANTES, NNY-
RANTES y PSC-RANTES en un intento de mantener la actividad anti-VIH mientras se 
Figura 39.  Mecanismo general  de actuación de un antagonista del receptor CCR5 por medio de un cambio de 
configuración en CCR5 que impide la unión con gp-120 y por tanto el ataque del VIH. Shattock, RJ. et al 2012. 
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reduce o elimina los efectos agonistas en CCR5; su estructura está representada en la 
Figura 40.  PSC-RANTES está en desarrollo como un potencial microbicida para VIH, 
que exhibe una potente actividad antiviral in vitro, inhibiendo la infección del VIH a 
través de las células de Langerhans, células que forman parte del epitelio vaginal y 
cruciales en la transmisión del VIH a través del mismo. Estos agentes compiten con 
gp120 por la unión al correceptor, y por tanto son antagonistas competitivos de la 
infección por VIH. Un desafío importante a considerar para que estos inhibidores 
puedan ser utilizados como microbicidas tópicos, es su inactividad en virus con 
tropismo CXCR4 (Kawamura  et al., 2003; Cerini et al., 2008; Cutler et al., 2009). 
 
 
Otra estrategia para inhibir las interacciones gp120-correceptor  
Esta inhibición se ha demostrado con un grupo de  moléculas de bajo peso molecular 
que se unen a un bolsillo hidrofóbico en la hélice transmembrana de CCR5, y se cree 
que ejercen sus efectos antivirales alterando la conformación de los bucles 
extracelulares que interaccionan con el VIH durante la unión al correceptor. Estos 
agentes no se unen al mismo sitio de unión que gp120, siendo inhibidores alostéricos 
más que inhibidores competitivos. Actúan tanto como antagonistas de la actividad del 
receptor de quimiocinas, como antagonistas de la actividad vía correceptor de la 
entrada del VIH. No obstante, esto no siempre es así, es decir, la inhibición en la 
función de la quimiocina no siempre da lugar a la inhibición de la unión CCR5-gp120, 
ya que se ha visto que la proteína gp120 y las CC-quimiocinas se unen en diferentes 
regiones de CCR5. Se han diseñado inhibidores que solo interrumpen la unión entre 
gp120-CCR5 y la entrada viral, sin actuar sobre la activación en la función de CCR5. 
Se trata de derivados espirodicetopiperazina, de los cuales hablamos en el capítulo de 
antivirales. El más representativo es aplaviroc (GW873140), desarrollado en 2005. 
Vicriviroc (SCH-D, SCH-417690) que está actualmente en estudios clínicos en fase III, 
es un compuesto de segunda generación, y maraviroc, aprobado en 2007 como el 
único inhibidor CCR5 seguro y eficaz en humanos. Su acción tiene que ver con su 
capacidad de unirse a los domínios transmembrana de CCR5, y modificar la 
conformación de su dominio extracelular, inhibiendo de este modo la unión de gp120 a 
CCR5 (Hu et al., 2010; García-Perez et al., 2011). Impide la unión de la quimiocina 
Figura 40.  Derivados de RANTES, bloqueantes de la interacción gp120-correceptor. Kawamura et al., 2003 
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CCL3, también llamada MIP-1, CCL4 o MIP-1, y CCL5 o RANTES, que como 
hemos comentado son ligandos naturales de CCR5; de esta manera, el VIH no puede 
unirse eficazmente a la superficie de las células T evitando de este modo que el virus 
infecte las células sanas (Este & Telenti, 2007;  Permanyer et al., 2010; Tilton & Doms, 
2010). Se utiliza como tratamiento de rescate, pero no es activo frente a cepas del VIH 
con tropismo por el correceptor CXCR4. En la actualidad se estan sintetizando 
dendrimeros de carbosilano polianiónico con maraviroc y se ha comprobado el efecto 
sinergico frente a VIH in vitro lo que podria permitir el desarrollo de formulaciones con 
aplicación microbicida tópica (Códoba et al.,2013).El desarrollo de formulaciones con 
maraviroc engloba elastómeros de silicona no acuosos que permite la liberación del 
fármaco mejorando la disponibilidad y la retencion en la mucosa lo que permitiria que 
la aplicación del microbicida fuera independiente del coito. Las caracteristicas 
farmacocinéticas y la seguridad de  geles a base de maraviroc (0.003-3,3%) se 
comprobo en monos (Malcon et al.,2013). 
    Otra actuación antiviral sería utilizar antagonistas o agonistas parciales del 
correceptor CXCR4, los cuales se ha visto que podrían presentar actividad antiviral. 
Distintos agentes han sido probados, pero muchos de ellos han resultado ser 
inactivos, o hepatotóxicos (Permanyer et al., 2010). 
 
4.7. Antivirales como microbicidas que bloquean la fusión  
       Agentes farmacológicos que impiden la fusión de membranas mediada por gp41, 
denominados inhibidores de la fusión, fueron los primeros inhibidores de la entrada en 
ser aprobados para el tratamiento de la infección por VIH. Se encontró  que péptidos 
sintéticos correspondientes a los dominios HR1 y HR2 de gp41 tenían potentes 
efectos antivirales. Éstos agentes fueron inicialmente analizados durante un 
experimento de mapeo de epítopos diseñados para identificar dianas para el desarrollo 
de vacunas. Sin embargo, estudios bioquímicos y de cristalización revelaron sus 
verdaderos mecanismos de acción: prevención en la formación de la seis-hélice por 
competición en la unión a los dominios HR1 y HR2 en gp41.  
Enfuvirtida (T-20) es el primer inhibidor de la fusión aprobado. Se une a la 
glucoproteína gp41 del VIH-1, impidiendo la fusión del virus con los CD4. 
Estructuralmente, es un péptido sintético lineal de 36 aminoácidos, con una secuencia 
idéntica a parte de la región HR2 del gp41 (imita los aminoácidos 127-162 del gp41 del 
VIH), un dominio clave en la fusión de la membrana (Este & Telenti, 2007). Se están 
desarrollando un gran número de otros péptidos de nueva generación, los cuales 
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presentan mejoras farmacodinámicas y eficacias comparadas con enfuvirtida.          
Adicionalmente, ciertos agentes son activos contra algunas cepas del VIH resistentes 
a enfuvirtida, e inhibidores de la fusión, que se unen a diferentes  dominios funcionales 
de gp41 y pueden tener efectos sinérgicos (Pan et al., 2009). Sin embargo, no pueden 
ser administrados por vía oral, deben ser inyectados. Una alternativa es la generación 
de D-péptidos inhibidores específicos de la entrada (PIEs), que se unen a gp41, los 
cuales al contrario que los L-péptidos, no son digeridos por proteasas y tienen el 
potencial para administrarse vía oral (Tilton & Doms, 2010). 
4.8. Antivirales como microbicidas que bloquean la transfección de células 
dendriíticas a linfocitos a través de gp120- correceptor  
       A través de un mecanismo llamado transinfección, las DCs transfieren 
eficazmente el virus una vez que lo han absorbido, a los linfocitos T  CD4 donde se 
produce la replicación viral. Una forma de actuar como anti-VIH sería interferir en este 
paso.  En estos momentos, es una diana preferencial aunque compleja. La interacción 
VIH-DC esta mediada por los glicanos de gp120 y la lectina tipo C DC-SIGN 
expresada en DCs. DC-SIGN es un receptor tetramérico, y específicamente 
reconocido y N-conectado  con oligosacáridos de manosa (Man9GlcNac2), a través de 
múltiples interacciones carbohidrato-proteína calcio-dependientes. Imitar la 
presentación agrupada de oligomanósidos en la superficie del virus es una estrategia 
para diseñar nuevos agentes antivirales basados en carbohidratos. Se han  preparado 
y ensayado sistemas manosa multivalentes, basados en proteínas, péptidos, y 
liposomas, que actúan como inhibidores de la unión DC-SING con gp120, pero 
ninguno de ellos ha sido suficientemente probado en modelos de transinfección 
celular. Las gliconanoparticulas (GNPs) que son polivalentes y  biocompatibles, 
ofrecen el único potencial para la incorporación simultánea de diferentes ligandos en 
densidades variables en un sencillo grupo (multivalencia). Se ha descrito actividad a 
este nivel en células mononucleares de sangre periférica con resultados satisfactorios, 
donde se demostró una eficacia similar en Mano-GNPs abrigadas con el tetrasacárido 
lineal Man1-2 Man1-2 Man1-3 Man, que en GNPs son cadenas más complejas 
penta y hepta-oligomanosidos. Existe menor o ausencia de actividad en GNPs con 
cadenas sencillas de mono o disacáridos, relacionando la densidad en oligosacáridos 
con la actividad (Martínez-Ávila et al., 2009) 
4.9 Transcriptasa inversa  como diana: ITIANs y ITINNs 
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       En estudios realizados en primates, se ha observado como el virus puede 
penetrar a través del epitelio columnar y endocervix, un epitelio uniestratificado, y 
ponerse en contacto con células de Langerhans y células T potencialmente 
susceptibles a la infección dentro de esa superficie epitelial. La infección se estabiliza 
entre las 16 y 72 horas, dentro del tejido local de la mucosa, generando un foco de 
infección localizado, y a continuación comienza la producción y diseminación a través 
de nódulos linfáticos.  
Esta expansión local es crítica para el establecimiento de la infección, y el bloqueo de 
este escalón podría abortar la infección.  Los inhibidores de la IN y TI, cuyo objetivo es 
la fase de preintegración dentro del ciclo de vida del virus, pueden prevenir el 
establecimiento de tales focos e inhibir la expansión local , evitando la producción de 
virus desde el foco de infección (Haase et al., 2011). 
Los análogos de nucleósidos inhibidores de la transcriptasa inversa ITIANs 
fueron la primera clase de drogas desarrolladas como terapia anti-VIH (Broder et al., 
2010). Tenofovir, un análogo de nucleosido inhibidor de la TI, cuyo mecanismo está 
representado en la Figura 58, fue el primer microbicida aprobado para el tratamiento 
de la infección por VIH por la FDA en octubre del 2001. Desde entonces, se han 
preparado numerosas formulaciones para prevenir la transmisión de hombre a mujer 
de la infección por VIH, tales como geles y anillos intravaginales (Meng et al., 2011).  
 
Figura 41.  Mecanismo de actuación de un NRTIs como tenofovir. .Shattock, RJ. Et al 2012. 
 
En 2010, el estudio CAPRISA 004,  reclutó a 900 mujeres sudafricanas, y se 
les administro un gel a base de tenofovir al 1% logrando una reduccion del riesgo de 
infección por contacto sexual en un 40%, reducción que alcanzó cifras mayores si se 
cumplían con las pautas de dosificación  (Abdool Karim et al., 2010). Tenofovir tiene 
características que le hacen particularmente susceptible para ser utilizado como 
microbicida; es el único nucleótido inhibidor de transcripasa reversa el cual requiere 
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solo dos fosforilaciones para activarse, mientras otros nucleótidos inhibidores como 
AZT, necesita tres fosforilaciones. Además presenta una vida media en tejido muy alta 
, lo que significa que después de ser aplicado como microbicida puede permanecer 
durante mucho tiempo en el mismo (Rohan et al., 2010).  
       En el momento actual, tenofovir esta incluido en un estudio fase III llamado 
FACTS 001, donde se evalúa la formulación vaginal de tenofovir gel, usando el mismo 
régimen que CAPRISA 004, con resultados esperados para 2014. Existen otros siete 
NRTIs aprobados, y ya en uso como medicamentos y pueden ser usadas en 
combinaciones futuras con tenofovir (Parikh et al., 2009; Shattock et al., 2012).   
Otro estudio clínico,  el HPTN 052, demostró que la administración de terapia 
antirretroviral a individuos seropositivos, pero con sistemas inmunes sanos, el riesgo 
de contraer la infección se reduce en un 96% (Cohen et al., 2011a). Estos estudios 
son los primeros en demostrar eficacia en la prevención de la infección por vía sexual. 
El segundo tipo de inhibidores de transcriptasa reversa son los no nucleótidos o 
ITINNs. Su acción se debe a la inhibición no competitiva de la enzima TI. Los ITINNs 
que están sometidos a evaluación preclínica son dapivirina, HC-781, MIV-150 y 
MC1220 (Fletcher et al., 2008; Caron et al., 2010). Dapivirina es el mas desarrollado 
en términos clínicos,  presentando una gran actividad en modelos preclínicos (Fletcher 
et al., 2009). Presenta una baja biodisponibilidad por vía oral, y esto podría 
proporcionar una ventaja como microbicida, porque la aplicación tópica puede 
conseguir grandes niveles de concentración localizada, con mínima exposición 
sistémica (Shattock et al., 2012). Está en desarrollo un estudio con dapivirina 
formulado como anillo vaginal para la prevención de VIH, cuyos resultados se 
obtendrán en 2015 (Devlin, et al., 2013).   
Las diariltriazinas constituyen una nueva clase de ITINN que han sido probados 
como microbicidas tópicos, de ellos el  UAMC01398, se elige como cabeza de 
serie,por su toxicidad celular, su permeabilidad y solubilidad formulándolo sobre  un 
gel acuoso a bese de-ciclodextrinas  al 0,02% , esto permite un aumento de la 
permeabilidad del principio activo a traves de las celulas epiteliales con resultados 
favorables en el caso de ser desarrollado como microbicida (Grammen et al 2014). 
 
4.10. Combinaciones 
El desarrollo de microbicidas costituye una de las lineas de investigación en 
VIH que ha ido ganando terreno en estos ultimos cinco a diez años. La incorporación 
de todas y cada una de las moléculas aprobadas para su uso terapeutico por via oral 
en estudios de aplicación vaginal resalta aun mas el que esta linea tenga aun mucho 
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que decir en un futuro. Lo mismo que ocurrio con los antirretrovirales por via oral, la 
combinación de moléculas que actuen por diferente mecanismo es un objetivo 
planteado para lograr mayor efectividad en la aplicación topica (Herrera et al., 2009).  
Hay tres razones principales para combinar los microbicidas: la primera obviamente es 
incrementar la amplitud de la actividad, la segunda es que la combinación de 
antirretrovirales puede ser aditiva o sinérgica; de esta manera, bajas concentraciones 
de droga tienen actividad más potente; y tercera, la combinación de fármacos que 
interfieren en los diferentes procesos de transmisión del ciclo de vida del virus, 
proporcionan grandes posibilidades de protección (Shattock et al., 2012).   
Al hablar de combinación no nos referimos solo a la mezcla de potentes 
antiretrovirales sino tambien a la utilización dentro de la misma formula farmaceutica 
de surfactantes polianionicos que como hemos referido tambien han demostrado ser 
activosque pueden  coadyuvar el efecto beneficioso de los antiviarles, por ejemplo la 
combinación de κ-carragenanos y AZT presenta efectos sinérgicos en la reducción 
de la infección del VIH (Vlieghe et al., 2002)  
El estudio iPrEx evaluó la eficacia de un gel que combina emtricitabina y tenofovir, 
protegiendo a un 44% en hombres que tienen que sexo con hombres (Grant et al., 
2010). Estudios punteros usando modelos celulares y tejidos, han confirmado que la 
combinación de tenofovir y davirapina ofrecen mejores resultados en cuanto a 
actividad que cada uno individualmente, tanto en cepas resistentes como no 
resistentes (Shader et al., 2007; Herrera et al., 2009). Una combinación de los dos 
antirretrovirales que poseen diferente hidrofilia pueden ser estables formulados en el 
interior de un anillo vaginal de poliuretano, liberando sostenidamente durante 30 días 
cada uno de los agentes antirretrovirales (Johnson et al., 2010).  
Otra combinación que puede dar lugar a un sinergismo potente, inhibiendo la fusión 
VIH-1 mediada célula a célula, y la infección por X4 y R5, así como las resistencias 
adquiridas por VIH a enfuvirtida, es la combinación de enfuvirtida, inhibidor de la fusión 
con otro como es sifuvirtida. Esta combinación puede mejorar su eficacia y perfil de 
resistencia, conllevando a una reducción en la dosis y en la frecuencia de uso de la 
droga (Pan et al., 2009) 
 
4.11. Factores importantes para el desarrollo de un microbicida 
     Existen dos puntos críticos en la investigación y el desarrollo de nuevos 
microbicidas: formulación y eficacia. La formulación será crítica para que el fármaco 
alcance el sitio de infección en concentraciones eficaces, y la eficacia tiene que ser 
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total, de manera que evite el contagio totalmente, ya que teóricamente el escape de 
unos pocos virus puede dar lugar a infección. 
Una de las variables que mas afectan a la aceptación de un microbicida como gel , es 
su concentración en el lumen vaginal una vez se ha aplicado. Los geles acuosos  son 
todavía la forma de dosificación mas popular para la aplicación de microbicidas. Los 
geles tienen una retencion limitada en el tracto vaginal (horas) por lo que estan 
pensados para una protección inmediata, ellos deberan  asegurar casi 
instantáneamente  la disponibilidad del microbicida en el tejido subepitelial del tracto 
cervicovaginal. Esto requiere una gran concentración de microbicida vaginal, que es la 
fuerza conductora para la penetración en el tejido subyacente. La presencia de fluido 
vaginal y seminal  en el tracto cervicovaginal, sin embargo, puede ocasionar la 
disolución (en el caso de una suspensión en gel) o precipitación, y de este modo 
afectando a la disponbilidad después de la aplicación (Browers et al., 2011). Por tanto, 
es importante evaluar la composición de la forma de dosificación y características de 
los vehículos, así como la solubilidad de los agentes anti-VIH en los mismos y en los 
fluidos  seminal y vaginal. 
Se están estudiando nanopartículas poliméricas como sistemas de liberación 
microbicidas para antivirales. Estas nanopartículas están compuestas por polimeros 
naturales y sintéticos, entre ellos podemos citar quitosano, que resulta atractivo debido 
a sus propiedades fisicoquímicas y  biológicas (Zhang & Kawakami, 2010). Chitosan 
es un aminopolisacarido lineal soluble en agua, cuya estructura es 2-amino- 2- deoxí- 
β- D- glucano combinado con ligandos glicosídicos. Presenta muchas ventajas en el 
desarrollo de nanopartículas, que incluyen biocompatibilidad, biodegrabilidad, y baja 
inmunogenicidad, y es obtenido por desacetilación de quitina, un polisacárido natural y 
abundante con una estructura simple β-(1→4) glucano compuesto de unidades de 2-
acetamido-2-deoxi- D-glucopiranosa. El quitosano se encuentra como constituyente 
mayoritario en conchas de artrópodos tales como cangrejos, camarones, langosta, 
insectos, y también es producido extracelularmente por hongos y algunas algas 
marrones. quitina y quitosano son conocidos por presentar actividad antitumoral, 
antibacteriana, hipocolesteriolemiante, antihipertensivo y anti-VIH (Artan et al., 2010).    
La gran densidad de carga positiva, le confiere además propiedades mucoadhesivas, 
ya que estos tipos de sistemas presentan una clara afinidad por la asociación de 
macromoléculas cargadas negativamente, como la mucina presente en la superficie 
mucosa; esto le convierte en un candidato ideal para ser aplicado en las mucosas. 
(Meng et al., 2011).  
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Los estudios de actividad farmacológica de tenofovir in vitro y ex vivo demuestran que 
es efectivo como posible microbicida anti VIH-1 para la prevención de la infección 
(Anderson et al., 2010; Rohan et al., 2010). Tenofovir es una pequeña molécula 
soluble en agua, la cual contiene un grupo fosfato y está cargada negativamente en 
solución de sosa. Puede por tanto interactuar con chitosan a través de fuerzas 
electrostáticas, en resumen,  con nanoparticulas de chitosan se puede crear un 
sistema de liberación controlada, seguro y bioadhesivo en la mucosa (Meng et al., 
2011). Están siendo desarrolladas nuevas tecnologías,  por ejemplo la forma de 
dosificación a través de un film delgado para aplicarlo sobre la mucosa vaginal 
(Romano et al., 2008). 
 
5.   ANTIVIRALES DE ORIGEN NATURAL  
 Las investigaciones sobre actividad antiviral con materiales vegetales 
comienzan hace  mas de veinte años Las plantas son sometidas a extracciones con 
disolventes de polaridad creciente y son los extractos totales los que inicialmente se 
prueban en cultivos de celulas con baterias de virus ADN y ARN. Revisaremos en 
primer lugar la actividad sobre virus que no son VIH y a continuación reseñaremos los 
compuestos aislados a partir de plantas con actividad sobre VIH, remarcando 
especialmente aquellos que se tiene conocimiento de parte de su mecanismo de 
accion.. Dado que los principios activos investigados en la presente Tesis son 
polisacaridos, se reseñaran en capitulo aparte la revision bibliografica de las 
actividades antivirales de estas macromoleculas . 
Los resultados más llamativos corresponden a actividades sobre el virus del herpes, 
en ensayos in vitro y en ocasiones en modelos animales de infeccion con este virus. 
Este tipo de búsquedas se realizan en diferentes paises y son consecuencia de 
estudios en colaboración de fitoquimicos con virologos. Aparecen publicaciones desde 
el año 1993 de actividad sobre diferentes extractos de plantas de Indonesia, Argentina, 
Australia, diferentes paises de Africa, China, Japón, como muestra citaremos la 
publicacion mas reciente que corresponde a la validación científica de la medicina 
tradicional india basada en plantas, Vimalanathan et al. (2009) estudiaron 30 plantas 
derivadas de 22 familias y su actividad antiviral. Muchos extractos resultaron ser 
activos frente VHS, coronavirus, e influenza. En este mismo estudio, se describió 
también una menor actividad de estos extractos metanólicos en virus sin membrana 
como son polio, calicivirus y rinovirus, aunque si destacaba una actividad anti-VHS y 
anti-CMV a una concentración menor de 0,4 g/mL. Las plantas más activas resultaron 
ser Clerodendrum inerme (L.) Gaertn (Verbenaceae), Evolvulis alsinoides L. 
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(Convulvalaceae), Leucas aspera Spr. (Lamiaceae), Sphaeranthus indicus L. 
(Asteraceae), y Gymnema sylvestre R. Br. y Pergularia daemia (Fosskal) Chiov., de la 
famillia Asclepidecaeae. Tambien citaremos que algunas veces las pruebas sobre 
herpes se completan con estudios en ratones, como por ejemplo en el caso del 
extracto etanolico del arbol del Té, Melaleuca leucadendron L. que logra disminuir las 
lesiones cutáneas en los animales. 
El aceite esencial destilado de la Artemisia arborescens L. juega un papel 
importante como antiviral frente al VHS-1, actuando intracelularmente (Lai et al., 
2007). Se estan investigando las formas farmacéuticas más idóneas para la 
administración oral del preparado. También el aceite esencial de la especie turca 
Satureja thymbra L. inhibe el crecimiento del VHS-1, con una CI50 de 220 g/mL. 
(Loizzo et al., 2008) 
Entre los principios activos aislados y elucidados de los extractos activos de 
plantas se encuentran polifenoles tales como flavonoides, ácidos fenilpropánicos, 
tanínos, naftoquinonas y lignanos, también se encuentran alcaloides y saponinas 
triterpénicas. 
En general, se cree que la actividad antiviral de los taninos y demás 
polifenoles se debe a su capacidad para formar fuertes complejos con 
macromoléculas, asociándose a proteínas de las partículas virales, o a proteínas de la 
superficie de la célula huésped. Esto da lugar a una disminución de la adsorción del 
virus, impidiendo su penetración en la célula. 
La especie Markahamia lutea Seemann ex Baillorr, de cuyas raices se aislaron 
tres heterósidos fenilpropánicos llamados luteósido A, B, y C, junto con el verbacósido 
e isoverbacósido, presentó una actividad antiviral in vitro frente al virus respiratorio 
sincitial (Kernan et.al., 1998). Los cinco compuestos aislados igualmente presentaron 
actividad, con unos valores de concentración inhibitoria 50 (CI50) entre 0,62-5 μg/mL. 
Se han aislado del extracto metanólico de la sumidad de Justicia procumbens 
L. var. leucantha (Acanthaceae), diez lignanos con propiedades antivirales (Asano et 
al., 1996). Esta planta es utilizada en la medicina tradicional china para afecciones 
laríngeas. De ellos, la justicina A y B, difilina, difilina-apiósido y difilina-apiósido-5-
acetato presentaron una marcada actividad antiviral frente a VSV, además de una baja 
citotoxicidad en los cultivos de células utilizados..   
  De la especie Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz (Acanthaceae), se han aislado 
dos naftoquinonas, rinacantina C y rinacantina D, con actividad significativa frente a 
CMV (Sendl et al., 1996). Un año después, Kernan et al. (1997), aíslan de la parte 
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aérea de esta misma planta, dos nuevas naftoquinonas, rinacantina E y rinacantina F, 
con una significativa actividad antiviral frente al virus influenza tipo A. 
Del extracto clorofórmico de Eriobotrya japónica L. (Rosaceae), se extraen y 
prueban cuatro compuestos triterpénicos junto con tres derivados del ácido ursólico, 
frente a rinovirus (de Tomassi et al., 1992). Únicamente resultó activo un compuesto 
triterpénico, el ácido 3-O-transcafeoiltorméntico  
Dos saponinas de núcleo triterpénico, la soyasaponina Ι y ΙΙ, se han ensayado 
frente a VHS-1, demostrándose que la soyasaponina más potente resultó ser la 
soyasaponina ΙΙ (Nakashima et al.,  1989; Hayashi et. al., 1997). Además, se ha 
encontrado que inhiben la replicación de CMV, virus influenza y VIH-1. Estas 
saponinas han sido aisladas de la soja. 
Tres saikosaponinas aisladas de Bupleurum rigidum y de Scrophularia 
scorodonia demostraron actividad en VSV y VHS-1 ( Bermejo et al.,2002) 
La berberina es un alcaloide isoquinoleínico extraído de los rizomas de Coptis 
chinensis L., planta medicinal con un gran valor en los países asiáticos que ya en la 
pasada década se describió como antitumoral, hipolipemiante, antiinflamatorio y 
antiinfeccioso. Recientemente, se ha demostrado que también es activo frente a 
herpes, llegando a describir que su mecanismo de acción esta relacionado con la 
inhibición de la síntesis del ADN viral (Chin et al., 2010).  
En el caso del VIH, se han identificado compuestos y extractos de origen 
vegetal como inhibidores de las diferentes fases del ciclo de la replicación del virus. 
Nos centraremos en los principios activos aislados ya que nos permiten identificar 
posibles dianas de actuación del compuesto. Se puede hacer una clasificación de los 
inhibidores naturales del ciclo biológico del VIH, según actúen en la entrada, en la 
transcripción inversa, en el transporte del ARNm al citoplasma, a nivel de la PR, y en 
el procesamiento y liberación de las partículas virales.  
A nivel de la adsorción del virus, actúan alcaloides crómicos (shumannificina), 
alcaloides isoquinoleínicos (michelaminas), polisacáridos sulfatados, flavonoides, 
cumarinas (glicocumarinas, licopiranocumarinas), ácidos fenólicos (derivados del ácido 
caféico, gálico y catéquico), taninos, y triterpenos (glicirricina y análogos, 
soyasaponina y análogos) (Vlietnick et al., 1998). 
En cuanto a inhibidores de la entrada, se han descrito muchos compuestos. 
Algunos de ellos presentan una selectividad bastante baja, por lo que han sido 
propuestos como agentes tópicos para evitar la entrada del virus en el organismo. Sin 
embargo, la interacción entre la gp120 del VIH y la molécula CD4 es bastante 
específica, y la región de unión de la gp20 se conserva en comparación  con el resto 
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de la proteína (Shioda et al., 1991). Ejemplos de estos compuestos, son las 
isocumarinas aisladas de la planta medicinal china Ardisia japonica (Thunb.) BI,  
bergenina y norbergenina, que inhiben la unión de gp120 con el receptor CD4 en la 
linea celular C8166 (CI50 de 40 y 20 μg/mL, respectivamente) (Piacente et al., 1996). A 
este nivel también actuan las catequinas presentes en el té (Zhao et al., 2012)  
       También algunos aceites esenciales y sus componentes (metil n-nonilcetona, 
aldehido láurico y caprílico) inhiben la entrada del VIH en las células, por interferir con 
la envuelta del virus, como el aceite esencial obtenido por destilación de la planta 
Houttunya cordata Thunb. (Hayashi et al., 1995). Este aceite esencial también inhibe la 
entrada de otros virus con envuelta, como el virus de la gripe y el VHS-1. 
El ácido 3–hidroxi–láurico, aislado de Hypericum perforatum L. presenta actividad anti–
VIH (Maury et al., 2009). El sinapil diangelato y el heteroplexisolido aislados de 
Heteroplexis microcephala Y. L. inhiben la replicación viral (Xiao et al., 2010). 
       A nivel de la fusión, actúan las lectinas (especificas para manosa y N-
acetilglucosamina ) Las lectinas manosa especifica  han sido aisladas de una gran 
variedad de plantas como Galanthus nivalis L., Hipeastrum irbid L., Narcissus 
pseudonarcissus L., Listera ovata (L.) R. Br.,  Cymbidium irbid L., Epipactis helleborine 
(L.) CRANTE, Vigna sesquipedalis (L.) Verdc. (Balzarini et al., 1991; Lopez et al., 
2003 ; Wong et al., 2003). Todas ellos actúan a través de la interacción con los 
receptores de la entrada, probablemente a nivel de DC-SIGN. Las lectinas -(1-3)-D-
manosa y -(1-6)-D-manosa de G.nivalis, H. hybrid, N. pseudonarcissus, y L. ovata 
inhiben la infección de células MT4 por VIH-1 y VIH-2, a concentraciones comparables 
al sulfato de dextrano DS-5000, utilizado como sustancia de referencia (CI50: 0,2-0,6 
g/mL). Sin embargo, las lectinas derivadas de plantas no inhiben la replicación de 
otros virus con envuelta, excepto CMV. Inhiben también la formación de sincitios, pero 
no la unión del VIH con células CD4. Los datos sugieren que la lectinas interfieren no 
sólo con la presentación vía DC-SIGN, sino también en otro evento temprano en el 
ciclo de replicación del VIH (Balzarini et al., 2006) 
En el caso de  las lectinas derivadas de G. nivalis, e H. hybrid,  se observó que cepas 
del VIH resistentes, mostraban un cambio en diversos aminoácidos que formaban 
parte de gp120, pero no gp41 (De Clerck, 2004). La mayoría de estos cambios 
aminoacídicos ocurrieron en los sitios de N-glicosilación, y la intensidad en las 
resistencias estaba relacionada con el número de mutaciones en los sitios de 
glicosilación, o se produjeron resistencias cruzadas con otros inhibidores de la entrada 
del virus como sulfato de dextrano, AMD-3100, o enfuvirtida. Las lectinas derivadas de 
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plantas, la cianovirina CV-N entre otras, presentan un único y novedoso mecanismo 
para evadir la resistencia del VIH, y están dotadas de una serie de propiedades que 
les hace idóneos para utilizarse como microbicidas para la prevención de la 
transmisión sexual de VIH, en forma de geles como ya se ha comentado  
anteriormente. 
       Otros compuestos inhibidores del VIH son los compuestos triterpénicos ingenol 
3,5,20–triacetato (CI50 de 0,07 μM), y el 13–hidroxingenol–3–(2,3–dimetilbutanoato)–
13–dodecanoato (CI50 entre 0,051–0,65 μM) aislados de Euphorbia kansui SLLiou ex 
SBHo (Fujiwara et al., 1996)( Warrilow et al., 2006). ; SJ23B, un diterpeno jatrofano 
aislado de Euphorbia hiberna L. (Bedoya et al., 2009); glicirrizina (CI50 de 0,075–0,6 
μM) aislada de Glycyrrhiza glabra L. (Zhao et al., 2006); glicósidos triterpénicos (CI50 
entre 5–30 μM) aislados de Telenata ananas spp (Hegde et al., 2002); y el 3α–
metoxiserrat–14–en–21b–ol aislado de Picea jezoensis Carr (Tanaka et al., 2009). Del 
rizoma de Cimicifuga racemosa se aisla un triterpeno tetraciclico, la acteina junto con 
otros 82 saponinas triterpenicas y esteroidicas, de todos estod compuestos el mas 
activo es la propia acteina (Sakurai et al., 2004).Todos estos compuestos presentan 
una actividad bloqueante del correceptor CCR5, actúan por tanto inhibiendo la entrada 
viral. 
El ácido betulínico (figura 59), un triterpeno extraído de Ziziphus jujuba L. H. Karst por 
Kundu et al, en 1989 y de la raíz de Z. cambodiana Pierre por Suksamrarn et al, en 
2006 mostraron actividad frente a la replicación del VIH en los linfocitos H9 en la unión 
de gp41 a los correceptores, con una IC50 de 1,4 μM y con un índice terapéutico (IT) 
de 9,3 nM/L. Se han desarrollado derivados semisintéticos del ácido betulínico 
RPR103611 (figura 59) y IC9564, con cadenas laterales en la posición 28 que inhiben 













Figura 42.  Acido betulínico y derivado betulínico RPR103611 
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Otros triterpenos, son el ácido platánico, lupeol, y la betulina que también presentaron 
actividad antiviral en particular con respecto al VIH, virus del herpes simple  y virus de 
Epstein–Barr (Flekhter et al, 2004)  
La lactona diterpenica andrografolido, extraída de Andrographis paniculata Burm. f. 
Wall. ex Nees, no presentaba actividad contra el VIH–1 a concentraciones de hasta 
142 μM. Sin embargo, el succinato de dehidroandrografolido  inhibe la fusión celular, y 
la unión del VIH–1 a las células H9 en concentraciones subtóxicas. El promedio de 
concentración inhibitoria media (CIM) de este compuesto fue de 4,6 μΜ y la 
concentración tóxica media (CTM) fue de 250 μΜ (Chen et al., 2003). 
Análisis fitoquímicos de los frutos de Annona glabra L., identifican dos nuevos 
diterpenoides kauranos, annoglabasina A y annoglabasina B, junto con once derivados 
de kaurano conocidos. Dos de ellos presentaron una inhibición significativa de la TI en 
linfocitos H9 (Chang et al., 1998). 
Moléculas descritas con actividad anti–VIH son los polifenoles. La baicaleina 
(IC50 de 72 μM), flavonoide aislado de Scutellaria baicalensis Georgi, es uno de los 
compuestos naturales con actividad inhibidora sobre la unión del VIH a los 
correceptores CCR5 y CXCR4 (Cruchaga et al, 2007). Otros compuestos que también 
inhiben la unión a los correceptores son la miricetina (IC50 de 45 μM) aislada de Alnus 
firma Sieb & Zucc (Yu et al, 2007b) y una flavan–chalcona (IC50 de 18.05 μM) aislada 
de Sarcandra hainanensis Pei Swamy et 
Bailey. (Cao et al, 2009) 
Estudios recientes ponen de 
manifiesto que los receptores de 
quimiocinas, CCR2b, CCR3, CCR5, 
CXCR1, CXCR2 y CXCR4, sirven como 
correceptores de la entrada para el VIH. 
Los compuestos polifenólicos y 
flavonoides presentan sus efectos anti-VIH 
interfiriendo a nivel de correceptores. Se 
ha demostrado que constituyentes de este 
tipo (proantocianidinas),  del extracto de 
semillas de uva disminuyen la expresión 
de los correceptores de la entrada para el 
VIH, CCR2b, CCR3 and CCR5 de una Figura 43. Hamamelis virginiana L. 
. www. Koehler´s  medicinal plants 
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manera dosis dependiente (Nair et al., 2002). Los elagitaninos aislados de T. lignosa 
inhiben la entrada del VIH (CI50 de 37,15 μg/mL), mediante la internalización de los 
receptores CD4 y CXCR4 (Bedoya et al., 2010). 
A partir de un extracto hidroalcohólico de la corteza y hojas de Hamamelis 
virginiana L. se obtienen por ultrafiltración los principales componentes químicos 
responsables de esta actividad, los taninos gálicos. (Erdelmeier et. al., 1996). Su 
acción se basa fundamentalmente en la reacción con las glicoproteínas de la envuelta, 
o bien con los receptores celulares  de estas. Sin embargo éste mecanismo nunca 
alcanza una gran efectividad, por tanto actuarían inhibiendo otro paso, como ocurre 
con el galato de epicatequina que actúa mediante la interacción con receptores de 
quimiocinas (Nair et al., 2002; Zhao et al., 2012). Este tanino ha sido aislado de 
plantas como la Camelia sinensis L. y Detarium microcarpum Guil. & Perr. 
 El galato de epicatequina interacciona con receptores de quimiocinas  que además de 
actuar a nivel de entrada también inhibe la TI (Nance et al, 2009; Williamson et al, 
2006). Recordemos también, la actividad de los 
elagitaninos aislados del extracto acuoso de 
Terminalia triflora (Griss.) Lillo (Combretaceae), 
En general, la acción de los taninos se basa 
fundamentalmente en la interacción con la 
glicoproteínas virales de la envuelta o con sus 
receptores, aunque también se ha relacionado 
con otros mecanismos, como la inhibición en 
otro paso dentro del ciclo de infección viral, éste el caso del galato de epicatequina 
mencionado anteriormente. Otros taninos que han demostrado inhibir la formación de 
la proteína gp41, son los aislados de Prunella vulgaris (Liu, et al., 2002 ; Lu et al., 
2004), y además del ácido chebulágico, punicalina y punicalagina aislados de 
Terminalia chebula Retz, que han mostrado actuar de igual manera sobre la gp41 
(Nance et al, 2009; Cruchaga et al, 2007; Yu et al, 2007B; Williamson et al, 2006; Lu et 
al, 2004; Ahn et al, 2002; Nair et al, 2002; Nonaka et al, 1990).  
Sin embargo, el mecanismo de acción antiviral de los taninos sigue sin ser aclarado 
del todo, ya que se han identificado además, taninos con actividad sobre la RT, PR, y 
con actividad frente a otros virus, como el coronavirus causante del síndrome 
respiratorio agudo (Yi et al., 2004; Martino et al., 2004; Ahn et al., 2004). 
  Los alcaloides son compuestos de naturaleza básica, algunos de los cuales 
presentan actividad anti–VIH; así podemos mencionar la isobatzelina E (figura 61) y 
los alcaloides policíclicos crambescidina 826 y dehidrocrambina A, que son inhibidores 
 
Figura 44.Galato de epicatequina 
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de la fusión. Otros alcaloides, de tipo cromona y aislados de plantas de la familia 
Rubiaceae como Schumanniophyton magnificum (K. Schum.) Harms, mostraron 
actividad anti–VIH al ser inhibidores a nivel de la entrada 
viral (Chang et al, 2003; Chang et al, 2002). 
 Otros ejemplos de alcaloides activos son la ß–
carbolina, Figura 45, (IC50 de 10.7 μM) aislada de 
Symplocos setchuensis Brand (Cos et al, 2008; Ishida et 
al, 2001), la isobatzellina E, batzellina D, batzellina C, 
isobatzellina C y makaluvamina D (IC50 de 0,25 μM) aislados de la esponja marina 
Zyzzya fuliginosa (Sangma et al, 2005), licojapodina A (IC50 de 85 μg/mL) aislada de 
Lycopodium japonicum Thunb (He et al, 2009) y harringtonina (CI50 de 0.224 μM) y 
resobeno (CI50 de 30 μM) aisladas de Cephalotaxus hainanensis H. L. Li (Pochet et al., 
1990; Halliday et al., 1996). 
Como hemos mencionado anteriormente los elagitaninos son también 
inhibidores de la proteasa. La PR es una enzima viral encargada de procesar las 
proteínas virales, e incluso de autoprocesarse. Todas las proteínas virales son 
procesadas antes de que puedan realizar su función, la gran parte por acción de la PR 
viral. Son potentes inhibidores de la PR, los elagitaninos que se presentan unidos a 
las posiciones O-3 y O-6 de un azúcar, normalmente la glucosa, como el 
cameliatanino aislado del té (Xu et al., 
2000; Zhao et al., 2012). 
Como inhibidores de la PR también 
tenemos a saponinas (ácido ursólico y 
maslínico), y cumarinas. El extracto 
metanólico de G. japonicum (Rosaceae), 
actúa inhibiendo la PR en el ciclo de 
replicación del VIH-1 (Xu et.al., 1996). Al 
someter al extracto a un fraccionamiento, 
se detectan siete ácidos triterpénicos, de 
los cuales únicamente dos, el ácido 
ursólico y el maslínico, resultaron activos. 
Compuestos como 4-hidroxicumarinas 3-
sustituidas, además de la actividad anti-
PR, presentan también actividad anti-IN 
(Mazumder et al., 1996). 
 
Figura45 . β-Carbolina 
Figura 46. Rhus succedana. 
www.botanical.com 
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       Dentro de la familia de inhibidores de VIH de origen natural de estructura 
cumarínica, probablemente los más prometedores sean los calanólidos, que son 
piranocumarinas. El mas interesante es el (+) calanólido A, que es mas activo que sus 
derivados sintéticos. Su actividad no se limita al VIH, sino que posee actividad frente a 
CMV, uno de los virus responsables de las enfermedades oportunistas que se dan 
durante la enfermedad del VIH (Xu et al., 2000). Es el primer análogo no nucleósido 
con capacidad de inhibir VIH y CMV. En ensayos clínicos realizados con esta 
cumarina, es importante destacar los efectos adversos poco importantes en pacientes 
sanos seronegativos. (Einzhamer et al., 2002). Por último, señalar que además de su 
actividad frente a VIH y CMV,  ha demostrado actividad frente a cepas resistentes y no 
resistentes de Mycobacterium tuberculosis (Xu et al., 2004). Su actividad anti-VIH se 
complementa, por tanto, con su actividad sobre dos de las infecciones oportunistas 
mas frecuentes en el paciente con SIDA.  
       También se han encontrado compuestos de origen natural que inhiben la 
transcriptasa inversa (TI). La TI o retrotranscriptasa (RT), es la enzima viral que 
transcribe el ARN viral en el ADN proviral. Se han extraído de las especies Rhus 
succedanea L. (Anacardiaceae) (Figura 46) y Garcinia multiflora Champ. (Clusiaceae), 
once biflavonoides como anti-VIH, a nivel de la RT (Lin et.al., 1999). Los compuestos 
más interesantes resultaron ser la amentoflavona (Figura 47), agastiflavona, 
morelloflavona, ribustaflavona y hinokiflavona, siendo éstos dos últimos los más 
activos  
Dentro de los inhibidores de la TI de origen 
protéico, encontramos las lectinas. Su principal 
papel está en los fenómenos de 
reconocimiento, tanto a nivel molecular como 
celular. Por ejemplo, algunas bacterias utilizan 
lectinas para acoplarse a las células del 
organismo hospedador durante la infección. Se 
describen lectinas aisladas de Phaseolus vulgaris L. (judía), Momordica charantia L. 
(melón amargo), Ricinus communis L. (ricino) y Agaricus bisporus (J. E. Lange) 
Imbach , con efectos inhibidores sobre TI (Wang & Ng, 2001).  
La TI va a ser también inhibida por terpenos, polisacáridos, alcaloides 
(benzofenantridinas, protoberberinas, isoquinolinas y quinolinas), cumarinas 
(calanolidos y análogos), taninos, y otros compuestos polifenólicos. (Kumar, 2012) 
De otra especie del género Garcinia, Garcinia speciosa Wall., se han obtenido 










Figura 47 Amentoflavona 
Revisión bibliográfica. Agentes antivirales 
 






enzima (Concentración Eficaz 50 CE50 5,8 mg/mL) (Rukachaisirikul et al., 2003). El 
ácido 16β,17-dihidroxi-ent-kuran-17-oico, aislado de los frutos de Annona squamosa L. 
(Annoaceae), es activo frente a la replicación del VIH en linfocitos H9, con una CE50 de  
0,8 μg(mL (Wu et.al., 1996). Otra especie del mismo género. la Annoa glabra L., 
también ha sido objeto de estudio (Chang et  al., 1998). Así la annoglasbina B, 
presenta cierta actividad en la replicación del VIH en linfocitos T6, mientras que la 
annoglasbina B actúa a nivel de la RT. Por otra parte, se han aislado del extracto 
orgánico de Hopea malibato Foxw (Dipterocarpaceae), dos oligoestilbenos con 
actividad moderada sobre la TI del VIH, el dibalanocarpol y el balanocarpol (Dai et al., 
1998). 
Dos alcaloides quinolínicos (buchapina 1 y 2), y tres furoquinolínicos (roxiaminas 
A, B y C) aislados de la especie Euodia roxburginana Benth., también presentan 
actividad anti-RT en una línea celular de linfoblastoma humano CEM-SS (Mc Cormick 
et al., 1996). Otro compuesto poilfenólico que inhibe las RT es el gossipol, un aldehído 
aislado del algodón (Vlietinck et. al., 1998). 
Recientemente, se han sintetizado derivados de esta 
molécula que presentan actividad a nivel de la fusión del 
VIH con la célula huésped (An et. al., 2012) 
       Cumarinas, como el calanólido A (Figura 48), 
aislado de Calophyllum lanigerum Miq, resultó ser muy 
activo contra la RT del VIH interfiriendo con la unión 
dNTP actuando  de manera sinérgica, lo que nos haría 
suponer que era diferente a la clase general de 
nucleósidos inhibidores de la  T. Es el primer análogo no nucleosídico con capacidad 
para inhibir estos virus, así como también bacterias como el Mycobacterium 
tuberculosis, que son habituales en pacientes con el sistema inmunológico afectado, 
como ocurre en las personas con SIDA (Ibañez, 2007; Kostova, 2006; Xu et al, 2004; 
Eiznhamer et al, 2002). Dentro de las cumarinas, destacan derivados semisintéticos 
del (+)-calanólido A, como el 10-clorometil-11-demetil-12-oxo-calanólido A, que ha 
presentado actividad in vivo frente a especies mutantes del VIH-1 (Xue et. al., 2010) 
       Otros compuestos que inhiben la RT son las 4–fenilcumarinas (Figura 49) 
aisladas de Marila pluricostata Standl. & L. O. Williams, con un IC50 de 11,2 μM, el 
soulatrólido (IC50 de 0,34 μM) aislado de Calophyllum teysmannii sp,  el cordatólido A y 
el cordatólido B  con un IC50 de 12,3 μM y de 19.0 μM respectivamente, aislados de 
Calophyllum cordato–oblongum Thwaites (Lameira et al, 2006; Bedoya et al, 2005; 
Dharmaratne et al, 2002). 
 
Figura 48.  (+)-Calanólido A 
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Los taninos también juegan un papel importante en la 
inhibición de la RT y en sus mutaciones. Cabe 
mencionar la epigalocatequin–(4β8,2βO–7)–
epicatequina (IC50 de 70 μg/mL) aislada de Cupressus 
sempervirens L (Cos et al, 2008), la corilagina (IC50 
entre 1,8–14.6 μM) aislada de Phyllantus spp (Notka 
et al, 2004), la 1,2,3,6–tetragaloilglucopiranosa (IC50 
de 0.040 μM) aislada de Juglans mandshurica Maxim 
(Tillekeratne et al, 2001) y la geraniina (IC50 entre 1,8–
14.6 μM) aislada de Phyllantus amarus (Notka et al, 
2004). La actividad de los taninos y su mecanismo de acción sólo se ha demostrado 
en ensayos in vitro (Notka et al, 2004; Min et al, 2002; Tillekeratne et al, 2001) 
Se ha descrito actividad anti-VIH en extractos acuosos procedentes de Terminalia 
triflora, y parece ser que la actividad reside en dos elagitaninos presentes en la hojas 
de esta planta, punicalina y 2-O-galloil punicalina (Martino et al., 2004). Estos 
compuestos inhiben la retrotranscriptasa 
De organismos marinos se han aislado gran cantidad de compuestos con 
propiedades anti-VIH, entre ellos florotaninos como el 8,4-dieckol extraído del alga 
Ecklonia cava (IC50 de 5,31 μM)(Ahn et al., 2004). Este tipo de taninos inhiben la RT y 
PR del VIH. Las esponjas, son también una buena fuente de compuestos con actividad 
anti–VIH; de ellas destaca la ilimaquinona aislada de Smenospongia spp con actividad 
inhibidora específica de la ARNasa asociada a la RT del VIH, también  aislados de 
Dysidea cinérea se encuentran el deavarol y derivados de avarona (IC50 entre 6–18 
μM) (Tziveleka et al, 2003) y la taurospongina A (IC50 entre 6,5–7 μM) extraída y 
aislada de Hyppospongia spp también un potente inhibidor de la DNA polimerasa- β. 
(Hollowood et al, 2003). 
En cuanto a los flavonoides se han descrito el kaempferol (Figura 50) (IC50 
entre 150–200 μM) aislado de Dryopteris crassirhizoma Nakai (Min et al, 2002), la 
hinokiflavona (IC50 de 65 μM) aislada de Rhus succedanea L y Ajuga decumbens 
Thunberg (Lameira et al, 2006), la quercetina (IC50 entre 150–200 μM) aislada de 
Ochna integerrima Lour. Merr y la ochnaflavona (figura 66) y dihidro–ochnaflavanona 
(IC50 entre 2,0–2,4 μM) aisladas de O. integerrima (Reutrakul et al, 2007), la miricetina 
(IC50 entre 150–200 μM) aislada de Caragana rosea Turcz (Yang et al, 2007),  y el 2–
metoxi–3–metil–4,6–dihidroxi–5–(3′–hidroxi)–cinnamoilbenzaldehido (IC50 de 0.022 
μg/mL) aislado de Desmos spp (Cos et al, 2008).  
 
 
Figura 49.  4–fenilcumarina 
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Parece ser que la presencia del doble enlace en posición 2–3 del anillo γ–pirona se 
relaciona con una mayor actividad y que los grupos hidroxilo en 5 y 7 parecen 
imprescindibles para la actividad inhibitoria de la RT .(Ono et al, 1990) 
       Considerando la posibilidad de inhibición de la integrasa, la proteina MAP-30 
aislada y purificada de la especie Momordica charantia (Cucurbitaceae), actuaría a 
nivel de varias etapas del ciclo vital del virus, en infección aguda y en células con 
infección crónica (Lee et.al., 1995). Las investigaciones apuntan que el mecanismo de 
acción esta relacionado con la inhibición de la IN viral. Esta enzima es la que posibilita 
la integración del complejo de preintegración del ADN proviral en el genoma de la 
célula infectada. En otro estudio, la proteína MRK29 extraída de la misma planta, se 
demuestra que es un inhibidor de caracter protéico de la RT del VIH. (Jiratchariyacul 
W, et al., 2001). Esta proteína parece tener un papel modulador de la respuesta 
inmunitaria, al incrementar la actividad del TNF-α.  
El ácido 1,5–dicafeoilquínico aislado de Baccharis coridifolia Lam. (Garcia et al, 2002 ) 
mostró una potente actividad inhibitoria de la IN del VIH–1 (IC50 entre 1–6 μM), 
ocupando de manera irreversible el sitio catalítico del enzima en líneas de células T, 
también inhibe la RT, la PR del VIH en células MT–4 con valores de IC50 de 25 y 46 
μM, respectivamente. La curcumina, un pigmento amarillo de la cúrcuma (Curcuma 
longa L), (Sing & Bodiwala, 2010) mostró actividad antitumoral, antiinflamatoria y anti–
VIH, inhibiendo la IN del VIH–1 con un valor de IC50 de 40 μM para la reacción de 
transferencia de cadena. 
La oleuropeina, secoiridoide aislado en la hoja del olivo  (Olea europea L., 
Oleaceae) se hidroliza para dar  el compuesto fenólico hidroxitirosol, molécula muy 
pequeña, que inhibe el ciclo vital del VIH-1 a diferentes niveles : interacciona con el 
bolsillo hidrofóbico de la superficie del complejo de fusión HIV-gp41, con el bucle de 
seis hélices, y con el dominio catalítico del sitio activo de la IN viral (Lee-Huang et al., 
2007a y 2007b)).. Esta molécula, identificada también en muchas plantas, es uno de 
los agentes antioxidantes más potentes que se conoce (Rafehi et al., 2012)...El 
hidroxitirosol es activo  en VIH con diferentes tropismos, tanto en líneas celulares (MT-
2) como en células mononucleares de sangre periférica con CI50 entre 30 y 90 µM,  
  
Figura 50. Kaempferol y Ochnaflavona, flavonoides con actividad antiRT, de origen natural 
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       Se han encontrado también productos naturales con nuevos y prometedores 
mecanismos de acción frente al VIH. Este es el caso de la nirurisida, un heterósido 
fenólico aislado del Phyllanthus niruri L., que inhibe específicamente la unión de la 
proteína viral Rev al ARNm viral, unión que es necesaria para que las hebras del 
ARNm viral sean transportadas del núcleo al citoplasma celular, con lo que impide la 
replicación del VIH (Quiancutrone et al., 1996).  
       Si bien se conocen muchos compuestos con actividad anti-VIH, únicamente un 
número limitado de ellos se encuentra en alguna fase de ensayos clínicos (Saklani & 
Kutty, 2008). Algunos ejemplos son el calanólido A, una cumarina aislada de los frutos 
del árbol Calophyllum lanigerum Miq. var. austrocoriaceum (TC Whitmore) PF Stevens 
(Gutttiferare) que se encuentra en ensayos en fase II (Creagh et al., 2001). Esta 
cumarina también es activa frente a Mycobacterium tuberculosis, por lo que resultaría 
eficaz en pacientes con SIDA que además presenten tuberculosis. Otra cumarina que 
se encuentra en ensayos clínicos en fase I frente al VIH, es la 3-hidroximetil-4-metil-
khellactona,  derivados aislados de los rizomas de Angelica purpuraefolia  Chung  y 
que a su vez esta relacionada con la cumarina natural suksdorfina, que es activa frente 
a cepas resistentes del VIH-1. También se encuentra en ensayos clínicos en fase I, el 
ácido 3,5-di-O-cafeoilquínico aislado de la Inula británnica L. (Asteraceae), que es un 
inhibidor de la IN del VIH y del virus de la hepatitis C,  una proantocianidina 
oligomérica aislada del látex del Croton lecheri Mull. Arg., para el tratamiento de 
diarreas producidas por coronavirus (ensayos clínicos en fase III) (Cottreau et al., 
2012), y en fase IV para el tratamiento de pacientes con hepatitis C, un derivado 
semisintético del alcaloide natural castanospermina (Durantel, et al., 2009). 
       Una cumarina ya comercializada como suplemento dietético en Europa (4-
metilumbeliferona) y que esta presente en numerosas plantas, se encuentra 
actualmente en ensayos clínicos en fase II para el tratamiento de pacientes con 
hepatitis B y C. Por último, mencionar el bevirimat, uno de los primeros fármacos anti-
VIH con un nuevo mecanismo de acción, los denominados inhibidores de la 
maduración, que se encuentra en ensayos en fase IIb para el tratamiento de pacientes 
con SIDA. El bevirimat ó ácido 3-O-(3’,3’-dimetilsuccinil) betulínico, es un derivado 
semisintético del triterpeno ácido betulínico aislado de las hojas del Syzygium 
claviforum (Roxb.) Wall. ex A.M. Cowan & Cowan (Myrtaceae).    
       También se encuentran en ensayos clínicos extractos normalizados de varias 
especies vegetales; por ejemplo, un extracto normalizado (sho-saiko-to) compuesto 
por infusión de la raíz de la Scutellaria baicalensis Georgi, raiz de Glycyrrhyza 
uralensis Fisher, Bupleurum chinense DC., raíz de Panax ginseng C.A. Mayer, Pinellia 
Revisión bibliográfica. Agentes antivirales 
 






ternata (Thunb.) Breit, fruto de Ziziphus jububa Mill., y el rizoma de Zingiber officinale 
Rosc., que se encuentra en ensayos clínicos fase II para determinar su efecto en 
pacientes con hepatitis C y otros transtornos hepáticos (Lee  et al., 2011; Deng  et al., 
2011). 
6. ANTIVIRALES DERIVADOS DE  POLISACARIDOS  
6.1 Polisacaridos con actividad  antiherpética 
       Entre diferentes polisacáridos neutros de origen vegetal, el escleroglucano, 
extraído del hongo Sclerotium glucanium, inhibe de una forma significativa la 
replicación del VHS-1 en células Vero (Marchetti et. al.,  1996). Ésta actividad se la 
relaciona con la formación de puentes con glicoproteínas de la membrana del virus, 
que impide la interacción con la célula huésped. 
Desde hace mucho tiempo, se sabe que muchos polisacáridos afectan al crecimiento 
de los virus, en particular, polisacáridos aniónicos (heparina, dextran sulfato, 
carragenanos, pentosanos polisulfatos, fucoidanos, xilogalactanos sulfatados), que 
son potentes inhibidores de la unión del VHS a la célula huésped (Rabanal, et al., 
2013). Parece ser que la presencia de grupos carboxílicos y N-sulfato, como ocurre en 
la heparina, son claves determinantes en la actividad anti VHS-1 y VHS-2 (Zhang et 
al., 2007),. Estos polisacáridos antiherpéticos han sido aislados de organismos y 
microorganismos, tanto marinos como terrestres, pero la principal fuente son las algas 
marinas (Abad et al., 2008). 
       Diversos estudios demuestran la actividad de complejos polisacáridos sulfatados 
extraídos de varias especies de algas marinas, sugiriendo que interfieren en el ataque 
del virión a la célula huésped. Es el caso de extractos polisacarídicos de algas rojas y 
pardas de Nueva Zelanda (Undaria pinnatifida, Splachnidium rugosum, Gigartina 
atropurpurea, y Plocamiun cartilagineum), que presentan gran actividad cuando se 
añaden durante la primera hora de la infección viral (antes de la inoculación viral), 
siendo inefectivos si se añadían después (Harden et al., 2009). Lo mismo se describió 
para un polisacárido sulfatado aislado del alga parda Sargassum patens, a una 
concentración de 100 g/mL (Zhu et al., 2006). Otro compuesto de este tipo aislado de 
otra alga parda, Hydroclathrus clathratus, resultó ser un potente inhibidor del VHS-1, 
incluyendo a una cepa resistente a aciclovir (Wang et al., 2010a). El polisacárido en 
cuestión inhibió la formación de placas de forma dosis-dependiente, aunque se 
demostró claramente que no actuaba sobre el ciclo de replicación del virus, sino más 
bien sobre el ataque del virus a la célula huésped, interfiriendo en el proceso de 
absorción o penetración. El mismo mecanismo de acción fue descrito para un 
xilogalactofurano sulfatado aislado del alga parda Sphacelaria indica (Bandyopadhyay 
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et al., 2011), y un galactano sulfatado aislado del alga verde Codium fragile (Ohta et 
al., 2009). 
Dos polisacáridos sulfatados aislados de dos algas rojas, Sphaerococcus coronipifolius 
y Boergesemiella thuyoides, también inhiben la adsorción del VHS-1 a células Vero 
(Bouhlal et al., 2011). Este polisacárido también es activo frente a VIH-1. El mismo 
mecanismo de acción lo presenta un xilano sulfatado aislado del alga roja Scinaia 
hatei (Mandal et al., 2010). 
Polisacáridos sulfatados con actividad anti-VHS-1 y anti-VHS-2 también han sido 
aislados de microorganismos marinos (Arena et al., 2006; Arena et al., 2009). Según 
los autores parece ser que el efecto antiviral esta mediado por las propiedades 
inmunomoduladoras de estos compuestos, lo que podría restaurar el equilibrio 
inmunológico después de que la célula fuese infectada por el VHS.  
Una fracción polisacárida extraída de Prunella.vulgaris, redujo la expresión del 
antígeno para HSV-1 y HSV-2 en células Vero, y además también redujo la expresión 
antigénica de resistencia al aciclovir (Chiu et al., 2004). Unos años mas tarde, se aisló 
un complejo lignina-polisacárido de ésta misma planta, describiendo una inhibición 
directa en la acción del HSV-1 (Zhang et al., 2007). Este compuesto bloquea la 
adhesión del virus a la célula Vero y también su penetración (CI50 de 18 g/mL y de 17 
g/mL) en cepas resistentes a aciclovir, reduciéndose un 86% la infectividad viral. La  
actividad in vivo de la crema de Prunella, formulada con una fracción lignina-
polisacárido semipurificada, resultó ser elevada sobre lesiones en la piel  de cobayas, 
presentando una  reducción significativa de las lesiones herpéticas similar al grupo 
tratado con aciclovir. También en ratones infectados con HSV-2 genital, se describió 
una reducción de la mortalidad. Cabe destacar que en este mismo estudio se 
demuestra la clara implicación de la fracción polisacárida en la actividad antiviral, no 
siendo así para la fracción de lignina. 
Sin embargo, existe un ensayo clínico con una combinación de una lignina aislada del 
fruto del Pinus densiflora Sieb. et Zucc con ácido ascórbico, para el tratamiento de 
pacientes afectados de VHS-1 (López et al., 2009). Los pacientes que tomaron esta 
combinación dentro de las primeras 48 horas desde que comenzaron los síntomas de 
la infección, no desarrollaron las lesiones herpéticas características, mientras que en 
aquellos que comenzaron el tratamiento más tarde, la duración de las lesiones 
herpéticas y la gravedad de las mismas, era menor que en episodios anteriores. Otro 
complejo carbohidrato-lignina con actividad antiherpética (VHS-1 y -2) fue aislado de 
los frutos del anís (Pimpinella anisum L.) (Lee et al., 2011). El compuesto interfiere a 
nivel de la adsorción del virus en la célula huésped, y también presenta propiedades 
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inmunomoduladoras. Estos complejos carbohidrato-lignina estan ampliamente 
distribuidos en el reino vegetal, y son uno de los principales componentes de las 
paredes celulares vegetales (Sakagami et al., 2010). 
De la infusión de una planta muy utilizada en la cocina asiática, Basella rubra 
L., se han aislado cuatro polisacáridos neutros y cuatro ácidos (Dong et al., 2011 ; 
Dong et al., 2012). Todas estas moléculas presentan actividad frente al VHS-2, al 
interferir con la adsorción y penetración del virus en la célula huésped. Adicionalmente, 
solo uno de los polisacáridos ácidos presenta una actividad moderada in vivo en 
ratones infectados intravaginalmente con VHS-2.  
De la planta india Tridex procumbens L. (Asteraceae), se ha aislado otro polisacárido 
sulfatado con actividad antiviral frente a VHS-1 (CI50 100-150 μg/mL) en células Vero 
(Naqash & Nazeer, 2011). El contenido en sulfato de este polisacárido (2%), corrobora 
la hipótesis comprobada con el VIH-1, de que la actividad antiviral de estas moléculas 
depende del grado de sulfatación.  
Sin embargo, polisacáridos no sulfatados también se han identificado como 
inhibidores del VHS. Por ejemplo, un polisacárido aislado de la planta medicinal china 
Portulacca olecacea L. (Portulacaceae), que inhibe la penetración del VHS-2 en 
células Vero (Dong et al., 2010). Este polisacárido es una pectina con cantidades 
apreciables de ácido galacturónico, galactosa, ramnosa y arabinosa.  
Se han descrito arabinogalactanos que difieren mayoritariamente en la proporcion 
relativa de arabinanos, y en el contenido en resíduos de D- galactopiranosa como 
antivirales contra VHS-1 (Braz de Oliveira, et al., 2013). 
Se ha encontrado un galactomanano químicamente sulfatado aislado de Mimosa 
scarabella L. con actividad anti-VHS-1 (Chrestani et al., 2009). Esta es una planta 
parásita de la familia de las Leguminosas. Los grupos sulfatados responsables en 
principio de la acción se encuentran mayoritariamente en el C-6 de los residuos de 
galactosa (CI50 menor de 2,5g/mL). 
Es importante destacar, respecto a los polisacáridos, que una idea que ha 
surgido recientemente es la introducción de grupos funcionales, que  permitan cambiar 
la polaridad, conformación o densidad, y que favorezcan o aumenten la actividad 
antivíral. Esto se constata muy bien en un estudio llevado a cabo en 2011, donde se 
produce la modificación química de un polisacárido neutro extraído de Polygonatum 
cyrtonema  Hua, una planta de la familia de las Asparagaceas  muy utilizada en 
medicina tradicional china. Se desarrollan derivados sulfatados, fosforilados, 
acetilados, y sulfonilados, y se comparan su actividad antiherpética frente al 
polisacárido natural, usando el ensayo de inhibición del efecto citopático en células 
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Vero (Liu et al., 2011a). Los derivados más activos frente a VHS-1 son los derivados 
fosforilado y sulfatado; sin embargo, no fueron activos en VHS-2. De esta planta se 
había aislado previamente un polisacárido neutro tipo fructano, que inhibe in vitro la 
replicación del VHS-1 y -2 en células Vero (CE50 3,9 y 8 μg/mL, respectivamente), y 
además tiene actividad in vivo para el tratamiento de la queratitis ocular inducida por 
VHS-1 en ratón (Liu et al., 2004). 
 
6.2 Polisacáridos con actividad sobre otros virus 
 Todos los retrovirus y mixovirus que son sensibles a la acción inhibitoria de 
estos polisacáridos, comparten un segmento peptídico de tres aminoácidos, que 
podría estar relacionado con la acción inhibitoria de estos compuestos (Hosoya et al., 
1991). 
Se han encontrado también referencias de la actividad de polisacáridos, sulfatados y 
no, frente a otros virus tanto ARN como ADN. Por ejemplo, el polisacárido homogéneo 
compuesto de un esqueleto de galactosa conjugado con ácido urónico y grupos sulfato 
extraído de un alga marina, la Gyrodinium impudium, cuyo mecanismo de acción se 
describió como que interfería en la adsorción e internalización del virus influenza A, un 
virus ARN (Kim et al., 2012). También los carragenanos, aislados fundamentalmente 
de algas rojas, que inhiben la replicación del virus de la gripe A (H1N1) (Wang et al., 
2011). Estos polisacáridos parece ser que no interfieren en la entrada del virus en la 
célula, sino en un paso posterior del ciclo del virus.  
También los polisacáridos ácidos aislados de la planta asiática Basella rubra 
presentan actividad anti-influenza in vivo (Dong et al., 2011). La administración oral de 
estos polisacáridos a ratones infectados intranasalmente con el virus de la influenza A, 
presenta una eficacia terapéutica moderada al estimular la producción de anticuerpos 
frente a este virus, y la secreción de IgA.  
Para evaluar el efecto antidiarreico del ginseng, Baek et al. (2010) estudiaron los 
efectos de dos polisacáridos pécticos, en modelos in vitro de infección por rotavirus. 
Ambos polisacáridos presentaban una estructura común de homogalacturonanos, con 
regiones de ramnogalacturonano tipo 1 que pueden ser sitios funcionales; y parece ser 
que las  cadenas ricas en arabinosa de uno de ellos, contribuye en la  inhibición del 
ataque del rotavirus a las celulas.   
El extracto acuoso de Ardisia chinensis Benth, planta medicinal china, resultó activo 
frente al virus Coxsackie B3 (Su et al., 2006). El compuesto responsable se identificó 
como un polisacárido. Su caracterización determinó que se trataba de un polisacárido 
neutro cuya fracción mayoritaria es la glucosa. De los frutos del anís, se aisló un 
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complejo carbohidrato-lignina con actividad frente al CMV (virus ADN), y frente al virus 
del sarampión (virus ARN) (Lee et al., 2011). 
Otro polisacárido sulfatado, el fucoidano aislado del alga marina Cladosiphon 
okamuranus, es activo frente al virus del dengue, un virus con envuelta responsable de 
importantes infecciones en el hombre (Hidari et al., 2008). Este polisacárido 
interacciona directamente con las glicoproteínas de la envuelta del virus, y para ello 
parece ser que es fundamental la presencia de grupos sulfato. 
También algunos polisacáridos son activos frente a virus que afectan a los vegetales, 
como los polisacáridos sulfatados aislados de algas marinas, como galactanos 
sulfatados, y κ- y β-carragenanos aislados del alga roja Tichocarpus crinitus, que son 
activos frente al virus del mosaico del tabaco (Nagorskaia et al., 2008; Vera et al., 
2011). 
 
6.3 Polisacáridos con actividad anti- VIH 
       Los polisacáridos sulfatados inhiben la entrada del VIH debido a la interacción 
directa con el bucle V3 de la gp120 viral (Hashimoto et al., 1996). Se trata de 
macromoléculas de elevado peso molecular constituidos por hexosas, pentosas o 
ácidos urónicos que en algunos casos pueden sulfatarse. Estos últimos son las 
primeros en presentar de manera contrastada su actividad; entre estos podemos 
mencionar la heparina, carragenina y acemanano cuya actividad frente a VIH in vitro, 
viene descrita desde la década de los años 90 (Tilton & Doms, 2010). 
El principal inconveniente en estas moléculas es la baja biodisponibilidad por vía oral, 
y que la administración intravenosa puede producir trombocitopenia, por lo que su 
utilización puede verse limitada  a la via tópica (de Clercq, 1995).   
El acemanano, otro polisacárido aislado como inmunomodulador de Aloe Vera L., 
mostró actividad sinérgica con inhibidores de la TI del VIH como el AZT (Kahlon et al., 
1991). Sin embargo, un ensayo clínico con éste compuesto demostró que no protege 
frente a la caída de linfocitos CD4, característica del VIH (Montaner et al., 1996). 
Recientemente, existe un mayor interés por agentes anti-VIH derivados de organismos 
y microorganismos  marinos, como los quitooligosacáridos, polisacáridos sulfatados, 
lectinas y péptidos bioactivos. (Vo & Kim, 2010; Kim & Karadenic, 2011; Jiao et al., 
2011). 
 Se han descrito polisacáridos extraídos de Fucus vesiculosus, alga parda , que actúan 
a nivel de la entrada del VIH en la célula hospedadora (Morya et al., 2012). Se trata de 
polisacáridos sulfatados cuya actividad antiviral depende precisamente del grado de 
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sulfatación de la molécula. Estos polisacáridos con actividad anti-VIH, también se 
presentan en el alga parda marina Ecklonia cava (Wijesinghe & Jeon, 2012). 
En el caso de los fucoidanos extraídos de otro alga marina, la Adenocystis utricularis, y 
que ya se conocía su actividad antiherpética, resultaron tener actividad anti-VIH in 
vitro, En este caso, el efecto inhibitorio no es debido a una inactivación de la partícula 
viral, sino a un bloqueo en los eventos tempranos a la replicación, lo que hace pensar 
en la posibilidad de utilizar estos compuestos como posibles candidatos para profilaxis 
de la infección por VIH (Trinchero et al., 2009). 
Polisacáridos extraídos de algas rojas (Grateolupia filicina y Grateolupia longifolia), con 
un contenido en sulfato de 25 y 18% respectivamente, presentaron una potente 
actividad anti-HIV-1 cuando se añaden al mismo tiempo de infección y dos horas post-
infección  (CE50 0,010-0,003M) (Wang et al., 2007a). Presentan además, una baja 
citotoxicidad. Este mismo mecanismo de acción lo presentan los polisacáridos 
sulfatados aislados del alga roja del Mediterráneo Asparagopsis armata (Haslin et al., 
2001). 
 De dos algas rojas, en este caso procedentes de las costas de Marruecos, 
Sphaerococcus coronopifolius y Boergeseniella thuyoidea,  se aislaron  dos 
polisacáridos sulfatados con actividad anti-VIH (Bouhlal et al., 2011). El polisacárido de 
Sphaerococcus coronopifolius esta compuesto por galactosa, 3,6-anhidrogalactosa, 
ácidos urónicos y sulfato, en proporciones 33,1, 11, 7,7 y 24%, mientras que el de 
Boergeseniella thuyoidea, la proporción es de 25,4, 16, 3,2 y 7,6%, respectivamente. 
Los polisacáridos ejecen un efecto inhibidor directo sobre la replicación del VIH a 12,5 
μg/mL, impidiendo la formación de nuevos viriones.  
Sin embargo, los polisacáridos más comunmente extraidos de algas marinas son el 
agar y los carragenanos, ampliamente utilizados en la industria cosmética y 
alimentaria. Se trata de polisacáridos sulfatados extraídos principalmente de algas 
rojas. Se ha investigado una combinación de un carragenano con un ITINAN (MIV-
150) como microbicida por via tópica, demostrándose un efecto sinérgico, por lo que 
podría ser útil para prevenir la transmisión de enfermedades sexuales (Fernández-
Romero et al., 2007). 
Polisacáridos sulfatados han sido aislados tambien de microorganismos marinos, 
como bacterias (Poli et al., 2010). Estas moléculas interfieren a nivel de la adsorción y 
penetración del VIH en la célula, e inhiben la TI. Esteves et al., 2011) aislan diferentes 
polisacáridos sulfatados de tres especies de esponjas marinas del Atlántico Norte : 
Erylus discophorus, Cliona celata y Stelletta spp. Las investigaciones apuntan a que el 
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mecanismo de acción anti-VIH consiste en prevenir la entrada del virus en la célula 
(inhibidores de la fusión).  
Algunas de estas moléculas se encuentran ya en ensayos clínicos, como es el caso 
del polimannuroguluronato sulfatado aislado de algas pardas( PMGS), que se 
encuentra en ensayos en fase II en China. Esta molécula interfiere con la proteína viral 
Tat, protegiéndo a las células de la apoptosis, además de disminuir el estrés oxidativo 
mitocondrial (Miao et al., 2005 ; Hui et al., 2008). Este compuesto también presenta 
efecto antiangiogénico en cultivos de células de sarcoma de Kaposi, una neoplasia 
frecuentemente asociada a SIDA (Lu et al., 2007).    
Las plantas terrestres proporcionan este tipo de macromoléculas sulfatadas que van a 
actuar a diferentes niveles del ciclo vital del VIH. Aislado de Thuja occidentalis L., un 
polisacárido inhibe la RT del VIH-1, y aumenta la producción de citocinas por los 
linfocitos CD4 a esta molécula se le ha denominado “Thuja polisacárido g” o conocido 
como el (TPS9). (Offergeld et al., 1992) (Hassan et al, 1996). Del la cascarilla de las 
semillas del cacao se aisla un complejo carbohidrato-lignina con actividad anti-VIH e 
inmunomoduladora (Sakagami et al., 2011, 2012), y un β-glucano sulfatado de la 
avena (Avena sativa L., Poaceae) (Wang et al., 2008b). Aislado de la planta medicinal 
china Achyranthes bidentata Blume, un polisacarido sulfatado que inhibe la TI y la IN in 
vitro (Peng et al., 2008). Este polisacárido también ha sido investigado in vivo, aunque 
presenta una baja biodisponibilidad por via oral. 
Del extracto acuoso del Chelidonium majus L., una planta medicinal incluida en 
numerosas farmacopeas europeas, se ha aislado un poliglucosaaminoglucano de bajo 
peso molecular, que inhibe la TI in vitro (Gerencer et al., 2006). Adicionalmente, esta 
molécula, in vivo, previene la esplenomegalia y el crecimiento de los nódulos linfáticos 
en ratones infectados con el retrovirus de la leucemia murina. 
El principal inconveniente de estos compuestos como venimos reseñando es su baja 
biodisponibilidad por vía oral, lo que provoca que únicamente puedan ser utilizados 
como antivirales de uso tópico (de Clerq, 1995). De hecho, es importante destacar que 
ya desde hace una década se están desarrollando formulaciones en forma de geles 
con polisacáridos como microbicidas, es decir aplicados en las mucosas, para prevenir 
infecciónes. En el apartado de agentes antivirales, se han descrito los microbicidas 
hasta ahora ensayados y su uso actual. 
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7. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA. PLANTAS MEDICINALES  
 
Género Tuberaria           
 
7.1. Estudio botánico Tuberaria 
 
El género esta incluido en la familia de las Cistáceas. En esta familia, se reúnen 
ocho géneros y 200 especies, mayoritariamente arbustos y matas, aunque podemos 
encontrar algún género herbáceo, por ejemplo el género Tuberaria (Dunal) Spach., 
anuales o perennes. 
Habitan generalmente en países de clima templado del hemisferio norte, principalmente 
la región mediterránea. 
7.1.1 Taxonomía  
 
División  Magnoliophyta (Angiospermas) 
Clase    Magnoliatae (Dicotiledóneas) 
Subclase    Dillenidae 
Orden     Violales 
Familia    Cistaceae 
Género     Tuberaria (Dunal) Spach. 
Especie     Tuberaria lignosa (Sweet) Sampaio. 
 
 
7.1.2. Morfología y descripción botánica 
Tuberaria (Dunal) Spach, nombre aceptado 
según la Flora Ibérica (descrita en Ann. Sci. Nat. Bot., 
ser. 2, 6: 364, 1836). 
Entre la Península Ibérica y Baleares, 
podemos encontrar nueve  especies. Su identificación 
resulta complicada, ya que además de ser muy 
variables , hibridan entre si. Son hierbas anuales o 
perennes, rara vez con base leñosa, y crecen 
principalmente en pastizales de suelos ácidos. Sus 
flores son similares a las de las jaras (Cistus ladanifer 
L., Cistaceae), aunque sus pétalos son amarillos y de 
 
Figura 51. Tuberaria lignosa. 
www. Flora vascular.com 
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menor tamaño, a veces mas cortos que los sépalos.   
El nombre del género se debe a que estas plantas suelen crecer cerca de hongos 
del género Terfecia, llamadas comúnmente criadillas de tierra, y que son parecidos a las 
trufas (género Tuber). Los cuerpos fructíferos se forman junto a las raíces, y son 
recolectados para su consumo, de ahí que estas plantas reciban el nombre de “hierbas 
turmeras”. 
La descripción botánica  del género viene dada por Flora Ibérica (1997). Es 
frecuente la hibridación entre la mayoría de los taxones, y a veces, el posterior 
retrocruzamiento del híbrido con uno de los progenitores, lo que origina individuos con 
nuevas combinaciones de caracteres,  
Las nueve especies conocidas en la Península Ibérica son: 
 Tuberaria guttata  (Lam) Fourr 
 Tuberaria conmutata Gallego 
 Tuberaria echioides  (Lam) Willk 
 Tuberaria lignosa  (Sweet) Sampaio 
 Tuberaria globuloniifolia  (Lam) Willk 
 Tuberaria plantaginea (Gallego) Willk 
 Tuberaria brevipes  (Boiss & Reut) Willk 
 Tuberaria macrosépala (Salzm. ex. Boiss) 
Willk 
 Tuberaria praecox (Salzm. ex.Boiss & 
Reut) Grosser 
 
Características botánicas de la especie Tuberaria lignosa 
Tuberaria lignosa  (Sweet) Samp. (descrita en Bol. Soc. Brot. Ser 2,1: 128,1922). 
Hierba perenne, rizomatosa y leñosa en la base. Tallos de hasta 57cm, ascendentes, 
ramificados, pubescentes en la base. Hojas sin estípulas; las basales de (3)3,6-6,5(10)  
(0,9)1,1-1,8 (3,4)cm, subespatuladas u oblanceoladas, agudas u obtusas y mucronadas, 
atenuadas en corto y ancho peciolo, con 3(5) nervios, blanquecinas densamente 
pubescente por el envés (con pelos estrellados) y, de jóvenes, además, seríceas, y con 
pelos escamosos de perfil estrellado por el haz, y, de jóvenes además con pelos 
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estrellados; las caulinares, sentadas de ovadas a lineares, agudas. Inflorescencia laxa; 
brácteas de ovalado lanceoladas a lineares, agudas; pedicelos (9) 12-24 mm, erecto-
patentes en la antesis y reflejos en la fructificación. Sépalos glabros; los extremos de 
(1,5)3,5-7,5  (0,3)0,5(1,4) mm, linear-
lanceolados; los internos de 9-
15(17)(5)6,5-8(9)mm, ovado-lanceolados. 
Pétalos de 10-15mm. Filamentos 
estaminales amarillos ; anteras (0,4)0,5-
0,75mm. Ovario densamente estrellado 
pubescente; estilo 0,4-0,5 mm; estigma 1-
1,3mm de diámetro, hemisférico. Cápsula 
coriácea con pelos estrellados esparcidos, 
híspida en el ápice; valvas (5,8)6,5-8  
(3,8)4,5-5,1mm, ciliadas en el tercio 
superior. Semillas (0,7)0,8-1(1,1)mm 
(2n=14; n=7). 
Abunda en pastos, matorrales y sotobosques poco densos, ricos en terófitos, 
sobre el suelo ácido: oeste de la región mediterránea y Canarias, casi toda la Península 
Ibérica, principalmente hacia el oeste, y Menorca. La polinización es entomófila (sobre 
todo mediante escarabajos y mosquitos). Los insectos las visitan atraídos por la gran 
producción de polen (el néctar o no se produce, o se hace en muy poca cantidad). Sin 
embargo, también hay casos de cleistogamia en esta familia. 
Nombres comunes: “hierba turmera”; portugués: “alcar”; catalán: “hierba tofonera”; 
gallego: “loitosiña”. 
7.2. Estudio fitoquímico Tuberaria 
Existen pocas referencias bibliográficas acerca de la composición química de 
especies de este género. En concreto, solo se ha encontrado referencias acerca del 
contenido en compuestos polifenólicos en la especie T. guttata (Vázquez de Aldana et al., 
2009), y la presencia de elagitaninos reportada por nuestrpo grupo, en la especie T. 
lignosa (Bedoya  et al., 2010). 
7.3 Actividad farmacológica y usos terapéuticos tradicionales Tuberaria 
Las especies de esta familia producen materia resinosas balsámicas. Las semillas 
contienen fécula, utilizada para panificación mezclada con harina de los cereales, como 
es el caso de las semillas de la jara en el norte de Marruecos. 
Figura 53. Inflorescencia de Tuberaria lignosa 
www. fotonatura.org 
 
Revisión bibliográfica.Plantas medicinales 
 






La resina denominada “ladano” de C. 
ladanifer o “jara”, y del Cistus creticus L. se 
utilizan en preparaciones con trementina o 
cera amarilla, para la curación de hernias, 
como aparece reseñado en la Farmacopea  
Matritense de 1823.  
En Portugal, la especie que denominan 
vulgarmente “erua arcaz”,  es la T. lignosa,  
utilizada en medicina tradicional para 
procesos inflamatorios y desinfección de 
heridas, de dos formas, con el cocimiento de 
la planta y utilizando su agua para lavar, o 
aplicando directamente las hojas 
machacadas sobre el lugar inflamado (Pieroni et al., 2006). En el ganado también se 
utiliza con estos fines y se aplica de la misma forma. De hecho, existen estudios donde 
aparece reseñada la acción antiulcerosa y antiinflamatoria, concretamente del extracto 
acuoso de T. lignosa (Martin-Aragón S. et al., 1994). Otra acción atribuida al extracto 
acuoso de esta planta es la antivírica frente a VIH (Bedoya et al., 2001) donde resulta ser 
responsable de ello, el extracto acuoso enriquecido en elagitaninos (Bedoya et al., 2010). 
Este extracto es activo in vitro en  celulas MT2 infectadas con VIH. Esta inhibición parece 
ser mediada por la regulación en la disminución de CD4, y no por la actuación sobre los 




Género Satureja           
 
7.4 Estudio botánico Satureja 
Satureja boliviana (Benth.) Briquet, una de las especies objeto del presente 
estudio, es un taxón que pertenece a la familia Lamiaceae. 
La familia comprende unos 200 géneros, y cerca de 3200 especies herbáceas, de 
pequeños árboles y sobre todo de arbustos aromáticos. 
Es una familia de distribución cosmopolita, aunque es más abundante en los países 
cálidos y templados, siendo particularmente importante en la región mediterránea. 
 
Figura 54. Cistus  ladanifer.www.botanical-online.com 
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7.4.1. Taxonomía  
La taxonomía que se sigue para S. boliviana fue dada por Heywood. en 1978 y es la 
siguiente: 
 División Magnoliophyta (Angiospermas) 
 Clase   Magnoliopsida (Dicotiledoneas) 
 Subclase   Asteridae 
 Orden    Lamiales 
 Familia   Lamiaceae (Labiatae) 
 Género    Satureja Tourn.ex Mill. 
 Especie    Satureja boliviana (Benth.) Briquet  
 
En la Península Ibérica, las Labiadas están bien representadas con seis 
subfamilias, unos 36 géneros y cerca de 230 especies. Algunos géneros tan populares 
como Thymus L., Salvia L., Lamiun L., Nepeta L., Melissa L., Mentha L., Satureja etc. 
Muy apreciados debido a la riqueza en aceites esenciales, en perfumería, en medicina 
popular e incluso como condimento por su capacidad  para actuar como conservantes y 
como correctores del sabor. 
7.4.2. Morfología y descripción botánica   
El género Satureja comprende principalmente arbustos de ramas ascendentes. Las 
flores con corola bilabiada, de color amarillo pálido, blanco rosa o púrpura; el cáliz con 
11-13 nervios y cinco dientes; los estambres divergentes. 
En  Flora Europea, este género esta representado hasta el momento por doce especies, 
algunas de las cuales no están bien definidas (Tutin et al., 1993). 
 Satureja athoa K. 
 Satureja coerulea  Janka in Velen. 
 Satureja cuneifolia Ten.  
 Satureja hortensis L. 
 Satureja montana L. 
 Satureja obovata Lag. 
 Satureja pilosa Velen. 
 Satureja rumelica Velen. 
 Satureja salzmannii P.W. Ball 
 Satureja spinosa L. 
 Satureja thymbra L 
 Satureja parnassica Heldr & Sart. ex Boiss. 
Figura 55. Satureja montana L. 
www.globedia.com 
Revisión bibliográfica.Plantas medicinales 
 






La especie S. hortensis abunda en el sur de España, se la conoce como “ajedrea 
de jardín” ó “saborija”. Más extendida en la Península, encontrándose en todo el territorio 
excepto en el norte, es la especie S. montana, que es la que en España se conoce con el 
nombre de “ajedrea”, ó con los sinónimos de “tomillo real” y de “hisopillo”. El aceite 
esencial de la ajedrea recuerda al del orégano, tomillo y salvia, en el 2011 la producción 
anual de aceite esencial de esta especie fueron de 4 toneladas siendo  un mercado en 
creciente demanda. También abundan otras especies de Satureja; especialmente merece 
mencionarse la S. obovata, del sur de Aragón, que se conoce con los nombres de “tomillo 
real”, “hisopo real” y “saldorija”( Font Quer, 1995) 
En la bibliografía sobre flora americana se encuentran las especies:   
 Satureja boliviana (Benth.) Briquet     
 Satureja parviflora Phil. 
La distribución de S. boliviana va desde Perú, hasta Bolivia y Argentina, en 
altitudes de 2000 a 4000 m (Franquemont et. al., 1990). S. boliviana se presenta como un 
arbusto perenne que crece espontáneo en el  altiplano boliviano y en sus valles. (Girault, 
1987). 
En Bolivia, la S. boliviana se presenta en Cotani, La Paz, Larecaja, Sofatas, 
Tihuaraco, Achacachi, Sirupaya y Undavi, entre 2100 y 4000 metros sobre el nivel del 
mar. También se encuentra en Tucaman, Jujui, Salta, Anta y San Luis, en la República 
















La especie S. boliviana es una hierba perenne de 
hojas muy pequeñas, con borde aserrado, 
subglabras. Flores en cimas laxas, en las axilas de 
las hojas superiores. Arbusto de hasta 1’5 m de 
altura, con tallos ramnosos, pubescencia más 
pronunciada en los nudos foliares. Hojas con peciolos 
glabros de 1’5 a 4 cm de longitud; láminas de 0’5 a 
2’5  cm de longitud por 0’4 a 1 cm de ancho; 
lanceoladas, glabras o pubérulas en ambas caras. 
Flores solitarias, axilares, brevemente pedunculadas; 
cáliz de 2’5-3’5 mm infundibuliforme, con diez 
nerviaciones, pubescente en la cara externa; tubo de 
2-2’5 mm de longitud, dientes deltoides, agudos, 
sublinguales, de 0’5-1 mm de largo.  
 
 
Figura 56. Satureja boliviana. 
www.herbolari73.blogspot.com 
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Corola blanca, de 8’5-10 mm de longitud, pilosa en el exterior del tubo y de los labios, 
glabra en la cara interior; tubo de 5’5-7 mm de longitud, labio superior entero. Filamentos 
estaminales exertos, superiores de 4 mm de longitud, inferiores de 6 mm de longitud. 
Estilo de 8-12 mm de longitud, exerto, ramas estigmáticas desiguales, la superior más 
corta. Clusas oblongas, tuberculadas, de 1’5 mm de longitud con mucrón de 0’5 mm”. 
(Cabrera,  1953). 
Otros sinónimos de ésta planta son: 
 
 Clinopodium bolivianum Kuntze 
 Clinopodium kuntzeanum Kuntze 
 Micromeria boliviana Bentham 
 Micromeria boliviana Bentham var. angustifolia Wedde 
 Satureja kuntzeana Briquet 
 Xenopoma bolivianum Griselbach 
 
Nombres comunes: en Bolivia y Colombia: “martín muña”, “khoa”, “pichuysisa”, “pampa 
muña”, “muña”, “té de indio”, “poleo” (Girault, 1987; Oblitas, 1992; Correa et. al., 1994; 
Gupta, 1995). 
 
7.5 Estudio fitoquímico Satureja 
Numerosos estudios fitoquímicos revelan que los componentes mayoritarios en el 
género Satureja son aceites esenciales, taninos, compuestos fenólicos, esteroles, ácidos, 
gomas y mucílagos y pirocatecol. (Momtaz,& Abdollahi  2010) 
La familia de las labiadas acumula preferentemente  sustancias terpénicas, entre las 
que encontramos los aceites esenciales, de tal  forma que esta familia engloba la mayor 
parte de las plantas conocidas como aromáticas por excelencia. Los principales 
componentes de los aceites esenciales son mono y sesquiterpenos, caracterizados por 
su alta volatilidad, tienen su localización habitual en los pelos epidérmicos de las hojas. 
Son clásicos en éste sentido, los trabajos sobre variaciones individuales (diarias y 
estacionales) de monoterpenos; así, por ejemplo el aceite esencial de S. douglasii 
(Benth.) Briq. de la costa pacífica americana, muestra una variación en la proporción de 
monoterpenos (monocíclicos/bicíclicos) en relación con el gradiente sur-norte de 
humedad costera. (Lincoln & Langenheim, 1978). 
Los mayores constituyentes de los aceites esenciales en el género Satureja son fenoles, 
carvacrol, timol y flavonoides.(Sefidkon et al 2004). 
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Posteriormente se han identificado también en el aceite esencial de S. boliviana peruana 
mentona e isomentona (Senatore et. al., 1998), y en especies argentinas, o-cimeno, γ-
terpineno y trans-cariofilleno (Viturro et. al., 2000). 














 p-cimeno  
 p-cimol  
 ácido rosmarínico  
 ácido esteárico  
 terpinen 4-ol  
 timol 
 α-terpineol  
 β-sitosterol 
 borneol  
 carvacrol  
 geraniol  
 ácido labiático  
 ácido linoleico y linolénico 
OH
OH
  Figura 58.  Aceite esencial de S. hortensis. Compuestos -terpino, p-cimeno y -terpineol  
 borneol 
 acetato de borneol 




 acetato de geraniol 
 limoneno 
 linalol 









 α-pineno y β-pineno 
 timol 
 ácido valérico 





Figura 57. Aceite esencial de S. boliviana. Compuestos timol, borneol, linalol y limoneno  
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El rendimiento del aceite esencial de esta especie, S. hortensis, es máximo en la 
época de plena floración (Saharkhiz et. al., 2011) y esta alrededor del 0,5% 
En la especie S. montana, cuyo aceite esencial es utilizado en la región 
mediterránea como aditivo alimentario y agente aromático y saborizante, los principales 
componentes identificados han sido mirceno, p-cimeno, trans 4-tujanol, γ-terpineno, 
farnesol, carvacrol y timol (Djenane et. al., 2011b). Sin embargo, otros estudios muestran 
también cantidades apreciables de β-bisaboleno, mientras que la fracción sesquiterpénica 
es relativamente pequeña (5-12%) (Grosso et. al., 2010). En el aceite esencial de la 
especie mediterránea S. parnassica, se han identificado espatulenol, p-cimeno y linalol 
(Tzakou & Skaltsa, 2003), mientras que en el obtenido por destilación en corriente de 
vapor de la especie S. timbra, de Cerdeña, el componente mayoritario es el timol 
(Dell’agli et. al., 2012). 
La especie turca S. cuneifolia, presenta un aceite esencial cuyos componentes 
mayoritarios son timol (42%), γ-cimeno (22%) y carvacrol (9%), aunque también presenta 
linalol (3%), cariofilleno (2%) y borneol (2%) (Orhan et. al., 2011). Otra especie del 
género, la serbia S. kitaibellii  Wierzb. ex Heuff., proporciona un aceite esencial cuyo 
componente prioritario es el p-cimeno (Kundakovic et. al., 2011). Esta planta es utilizada 
como especia y aditivo alimentario, debido a su característico sabor.  
Hadian et. al. (2012) estudiaron la composición del aceite esencial de cuatro 
especies del género Satureja cultivadas en Irán: S. bachtiarica Bunge, S.  khuzistanica 
Jamzad, S 
S. mutica Fisch. and C.A. Mey.  S. rechingeri Z. Jamzad. Los componentes 
principales de todos los aceites esenciales son carvacrol y/o timol. El aceite esencial de 
una de estas especies, la S. khuzistanica, también presenta ácido rosmarínico (Hadian et 
al., 2011).  
El rendimiento del aceite esencial de la especie endémica griega S. horvatii L. 
subsp. macrophylla, se ve disminuido en terrenos de mayor altitud (Dardioti et al., 2010). 
La composición de dicho aceite esencial también varía con el clima; así, en los taxones 
de la zona mediterránea predomina el carvacrol, mientras que el linalol ó hidrato de trans-
sabineno y/o borneol, predominan en la zona sub-mediterránea. Otra especie del género 
procedente de Etiopia, la S. punctata L. subsp. punctata, presenta un aceite esencial rico 
en geraniol, nerol, α-bisabolol y (E)-nerolidol (Tariku et al., 2010). 
Una de las dos especies del género Satureja presente en el continente americano, 
la S. parviflora, tiene también un aceite esencial cuyos componentes mayoritarios son 
monoterpenos oxigenados (Lima et al., 2011). 
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Son también abundantes los compuestos polifenólicos, entre ellos los ácidos 
fenólicos como ácido caféico,  rosmarínico, clorogénico y ascórbico, y los flavonoides 
naringenina, eriodictiol y luteolina (Sánchez de Rojas et al., 1996 a y b). Estos 
compuestos han sido aislados de la planta medicinal española S. obovata. De la especie 
S. atropatana Bonge, se han aislado cuatro flavonas muy metoxiladas : 5,6,3’-trihidroxi-
7,8,4’-trimetoxiflavona, 5-desmetoxinobiletina, thimonina y luteolina (Gohari et al., 2009). 
Los flavonoides mayoritarios en S. boliviana son heterósidos de flavonoles,  kaempferol 
3-O-glucósido, kaempferol 3-O-xilosil glucósido, kaempferol 7-O-ramnósido y quercetina 
3-O-soforósido ( Lizarraga & Abdala, 2004) 
La función fisiológica de estos flavonoides no se conoce bien, algunos son antioxidantes 
por quelación de metales, otros son inhibidores enzimáticos, o pantalla frente a 
radiaciones nocivas. Su función ecológica es más evidente, responsable del color de las 
flores, por tanto,”guías del nectar”, al UV atraen a los polinizadores y los guían, 
favoreciendo así la reproducción de la especie.  
 
7.6. Actividad farmacológica y usos terapéutico tradicionales Satureja  
S.boliviana, es una planta utilizada en Bolivia en sahumerios y como condimento 
alimenticio, por sus características aromatizantes y por las propiedades conservantes  De 
olor agradable, ésta especie contiene un aceite esencial parecido al de la menta, el cual 
es muy usado en la industria farmacéutica, alimenticia y cosmetológica.   
Los Kallawaya (curanderos originarios de la provincia Bautista Saavedra del 
Departamento de La Paz), utilizan medicinalmente S. boliviana de la siguiente manera 
(Girault,1987): las hojas frescas, molidas y hervidas, en cataplasma para el tratamiento 
del reumatismo; en decocción, contra la migraña, mareos, ”sorojche”  (mal de altura o de 
montaña); también emplean las hojas frescas para envolver la carne y el pescado, y así 
evitar su descomposición; las hojas y flores frescas en infusión, tres veces al día como 
estomáquico (dispepsias, cólicos, carminativo); con polvo de alumbre en infusión, para 
lavar heridas infectadas; hojas y flores frescas o secas quemadas, para sahumerios 
insecticidas en las casas; frescas sin azúcar, en decocción muy caliente, como sudorífico 
en caso de fiebres benignas; hojas y flores secas para envolver y cubrir las “papas” 
nuevas, para así conservarlas.  
Según Franquemont (1990), el té hecho con las hojas de S. boliviana se toma 
como estomáquico y para los resfriados, machacando las hojas y luego inhalándolo. La 
hierba fresca es usada para cocinar sopa de Chuño ( un tipo de patata deshidratadas que 
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conservan durante años). Ésta especie se coloca en grandes cantidades en el almacén 
de los “chuños”, para protegerlas de los insectos que son repelidos por el olor despedido. 
De Lucca y Zalles en 1992, señalaron que los baños con decocción de S. boliviana son 
considerados como un remedio eficaz para la anemia y el raquitismo infantil. Las raíces 
constituyen uno de los elementos con que se realizan algunas ceremonias mágico-
curativas. 
La especie S. montana debido a su poder antiséptico, es utilizada para infecciones 
respiratorias y urinarias. Tradicionalmente también es usada para el tratamiento 
sintomático de trastornos digestivos, carminativo, localmente para el reuma y para la 
higiene bucal, (Bruneton, 1999). Font Quer en su Dioscórides Renovado (1995),  
menciona esta especie que “en forma de tisana después de las comidas ayuda a la 
digestión, también como lavativo, y como adobo de aceitunas”. Lo mismo ocurre con la 
especie S. hortensis, Youngken en su Tratado de Farmacognosia (1951), nos describe 
otro uso popular para ésta misma especie, como sazonador de carne de ave y para 
condimentar numerosos platos culinarios, de huevos , carnes, sopas, ensaladas y salsas. 
Los Aceites esenciales de estas especies presentan gran importancia 
farmacológica, ya que su actividad radica, entre otras, en su 
poder antiséptico frente a bacterias patógenas variadas y 
otros microorganismos. Algunos también son activos frente a 
hongos inferiores responsables de micosis y frente a 
levaduras (Candida). Compuestos presentes en éstos aceites 
esenciales, como el citral, geraniol, linalol o timol, tienen un 
poder antiséptico superior al fenol. 
La capacidad antioxidante de los aceites esenciales del género Satureja ha sido 
confirmada en numerosos estudios (Radonic & Milos, 2003), Tanto el aceite esencial de 
la especie europea, S. montana, como algunos de sus principios activos, p-cimeno, γ-
terpineno, geraniol y borneol, presentan actividad antioxidante in vitro (métodos del β-
caroteno y del ácido tiobarbiturico). La infusión de esta planta, rica en compuestos 
polifenólicos, también presenta importantes propiedades antioxidantes y antiproliferativas 
(Cetojevic-Simin et al., 2008; Serrano et al., 2011). Pero las principales actividades 
reportadas para el aceite esencial de S. montana, son las antimicrobianas (Panizzi et al., 
1993; Silva et al., 2009). El destilado es activo frente a la bacteria Clostridium perfringens, 
y el mecanismo parece estar relacionado con la lisis de la célula bacteriana (de Oliveira et 




Figura 59. Geraniol 
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propiedades herbicidas, insecticidas y antihelmínticas (Michaelakis et al., 2007; 
Carraminana et al., 2008; Grosso et al., 2010; Barbosa et al., 2012). 
También existen referencias acerca de la actividad antiviral de la S. montana.  Un 
estudio muy interesante lo llevó a cabo un equipo compuesto por Yamasaki et. al. (1998), 
estudiando la actividad anti-VIH-1 in vitro de 46 hierbas aromáticas de las Labiadas; en 
particular, los extractos acuosos de siete plantas entre las cuales se encuentran algunas 
mentas y la S. montana. Todas ellas presentan potente actividad antiVIH-1, siendo los 
compuestos responsables de la actividad sustancias polares, solubles en agua, y no 
compuestos apolares como los aceites esenciales. Los extractos acuosos inhiben  la 
formación de células gigantes, en co-cultivos de células Molt-4 con y sin infección por 
VIH-1, y presentan actividad inhibitoria frente a la TI. También se ha descrito actividad 
antifitoviral frente al virus del mosaico del tabaco y CMV, del aceite esencial de esta 
especie, y de dos compuestos aislados, como el carvacrol y timol (Dunkic et al., 2010). 
El aceite esencial de S. hortensis presenta actividad antimicrobiana significativa 
frente a Gram + y Gram – bacterias, y también antifúngica frente a Candida albicans, y es 
utilizada como conservante alimenticio y en el tratamiento de diferentes enfermedades 
humanas, e incluso para el tratamiento de plantas infectadas por fitopatógenos (Mihajilov-
Krstev et al., 2010; Mahbouli & Kazempour, 2011; Djenane et al., 2011a). Ésta misma 
planta ha sido también probada frente a otros hongos como Aspergillus fumigatus, 
Aspergillus flavus y Fusarium solani (Ownagh et al.,  2010). Recientemente, este aceite 
esencial ha entrado en ensayos clínicos para el tratamiento de la estomatitis bucal 
(Sabzghabaee et al., 2012). 
 Investigaciones apuntan que carvacrol, timol y flavonoides aislados de S. 
hortensis, son los responsables de la marcada reducción  de los niveles de colesterol 
sanguíneo en pacientes diabéticos (Mchedlishvili et al., 2005). El extracto hidroalcohólico 
de esta especie, S. hortensis, también mostró actividad analgésica y antinflamatoria en 
modelos animales, y el mecanismo de acción analgésico parece ser de origen central 
(Hajhashemi et al., 2012). 
 En 2004, Gören et al., estudian  la acción del aceites 
esenciales de S. thymbra como antibacterianos frente a 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
thyphimurium, Shigella sonnei, y Staphylococcus aureus. En el 
caso de Bacillus cereus y Listeria monocytogenes, el aceite 
esencial fue mas efectivo que la estreptomicina, siendo el 
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esencial también presenta actividad frente a Plasmodium falciparum, el parásito 
responsable de la malaria, y propiedades antioxidantes y analgésicas en ratas y ratones 
(Karabay-Yavasoglu et al., 2006; Dell’agli et al., 2012; Giwelli et al., 2012). En otro 
estudio, se valoró la actividad antifúngica de los compuestos fenólicos y terpenos, 
presentando éstos una marcada actividad por inhibición del crecimiento micelar en un 
rango de 2.5-5 g/mL y 0,16-0,32 μg/mL, respectivamente (Piras et al., 2011; Markovic et 
al.,  2011). 
 El aceite esencial de una especie de Satureja turca , S cuneifolia,  y alguno de 
sus componentes terpénicos aislados, presentan actividad frente a cepas bacterianas de 
Klebsiella pneumoniae resistentes a los antibióticos β-lactámicos, cepas de 
Staphylococcus aureus meticilina-resistentes, y hongos como Candida albicans y 
Candida tropicalis (Kosar et al., 2008; Orhan et al., 2011). Este aceite esencial también 
presenta actividad inhibitoria de la acetil- y butirilcolinesterasas, y actividad analgésica in 
vivo, señalando como principio activo responsable al carvacrol (Aydin et. al., 1996; Orhan 
et al., 2008). El extracto metanólico de esta especie  también presenta actividad 
amebicida frente a Acanthamoeba castellani, un protozoo causante de infecciones 
mortales en el hombre (Malatyali et al.,  2012). Estudios in vitro, muestran que el 
mecanismo de acción de este extracto puede estar relacionado con interacciones 
especificas de sus componentes con la pared celular de los parásitos. El extracto acuoso 
de esta planta, rico en compuestos polifenólicos polares, como hidroxibenzoatos, 
hidroxicinamatos y flavonoides, también presenta acción antioxidante (Dorman et al.,  
2004). 
De especies procedentes de Irán, los aceites esenciales de S. bachtiarica, S. 
khuzistanica, S. mutica y S. rechingeri, presentan actividad antibacteriana frente a 
bacterias Gram + y -, siendo más patente frente a Bacillus cereus (Hadian et al.,  2012). 
El aceite esencial de S. bachtiarica resultó mas activo frente a bacterias Gram + como 
Listeria monocytogenes y Bacillus cereus (Ghasemi et al., 2010). Estos mismos aceites 
esenciales de S. bachtiarica resultan ser activos también en microorganismos patógenos 
de peces, como el Streptococcus iniae, y frente al protozoo responsable de la 
leishmaniasis (Mohammadpour et al., 2012).  
El aceite esencial  de S. khuzestanica protege el sistema reproductor de ratas 
frente a la toxicidad de la ciclofosfamida, agente alquilante utilizado en la terapia 
anticancerígena, y protege de la cistitis hemorrágica producida como consecuencia de la 
generación de ROS (Rezvanfar et al., 2008; Rezvanfar et al., 2010). También se ha 
descrito actividad antidiabética en el aceite esencial de S. khuzestanica, que parece ser 
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que esta mediada por su potencial antioxidante (Basiri et al., 2007). Los extractos 
hidroalcohólicos de esta especie y el aceite esencial también poseen efectos 
antiinflamatorios similares a prednisolona, indometacina y morfina, utilizados como 
sustancias de referencia (Amanlou et al,, 2005; Ghazanfari et al., 2006 ; Shahab et al., 
2011). Un estudio randomizado y controlado por placebo, ha puesto de manifiesto 
actualmente que la especie S. khuzestanica,  aplicada en enfermos de colitis ulcerosa, 
una enfermedad inflamatoria intestinal crónica, presentan menor rebrote de la 
enfermedad; es decir, alcanzaban la remisión mayor cantidad de pacientes frente a 
placebo (Rastegarpanah et al., 2011). El ensayo clínico se realizó con cápsulas de hojas 
desecadas de la planta (500 mg). El extracto hidroalcohólico de S. khuzestanica también 
presenta actividad in vitro frente al Echinococus granulosus, el parásito responsable de 
los quistes hidatídicos (Zibaei et al., 2012).  
El aceite esencial de S. spicigera,  también presenta actividad antibacteriana frente a 
bacterias Gram + como Bacillus cereus y Staphylococcus aureus (Eftekhar et al., 2009). 
Se han aislado e identificado varios compuestos en esta especie, como flavanonas, 
chalconas (nubigenol) y terpenos (Gohari et al., 2012). De ellos, solamente un heterósido 
flavanónico, el 5,4’-dihidroxi-3’-metoxyflavanona-7-(6’’-O-α-L-ramnopiranosil)-β-D-
glucopiranosido, resulta activo frente a lineas celulares humanas cancerígenas (CI50 de 
98,7 μg/mL). 
Una especie de origen serbio, la S. kitaibeli, también proporciona un aceite 
esencial con actividad antimicrobiana frente a microorganismos contaminantes de 
alimentos (Concentración Mínima Inhibitoria, CMI entre 0,18-25,5 μg/mL), bacterias 
multiresistentes (CMI entre 6,25-50 μg/mL) y hongos (CMI 12,5-50 μg/mL) (Kundakovic et 
al., 2011; Mihajilov-Kistev et al., 2011). 
De especies americanas del genero hay referencia a  S. parviflora, una planta 
medicinal  de la provincia argentina de San Juan, cuyo aceite esencial tiene actividad 
antifúngica frente a Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton 
rubrum (CMI entre 31,2-1000 μg/mL) (Lima et al., 2011).  
S. macrostema Benth. es una planta utilizada como alimento funcional en México. 
El extracto metanólico de esta planta presenta propiedades hepatoprotectoras, muy 
probablemente debido a su acción antioxidante (Pérez & Gutiérrez, 2010). 
 Con respecto a nuestra la especie, la S.boliviana, solamente hemos encontrado 
referencias acerca de su posible actividad protectora gástrica (Gonzales et al., 2000), y 
de la actividad antiviral de sus extractos acuosos frente VHS-1 y VSV, demostrada por 
nuestro grupo (Abad et al., 1999).   
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De acuerdo con la revisión hecha hasta el momento en el género, las 
investigaciones se inclinan en la actividad antibacteriana, dejando en segundo término 
otros efectos biológicos importantes y prometedores como son antifúngicos, antivirales, 
antioxidantes, antiinflamatorios, antidiabéticos, vasodilatadores y analgésicos, Desde el 
punto de vista químico,  las investigaciones se centran en estudiar los aceites esenciales, 
sin elucidar otros compuestos posiblemente responsables también de muchos de estos 
efectos. En el presente trabajo, tratamos de elucidar otros compuestos distintos de los 
aceites esenciales  y estudiar otros efectos farmacológicos. 
 
Género Phoradendron            
7.7 Estudio botánico Phoradendron  
El género Phoradendron Nutt. pertenece a la familia Loranthaceae, que 
comprende siete u ocho géneros, y unas 1400 especies leñosas, raramente herbáceas, 
epífitas, y parásitas o semiparásitas de árboles. Carecen de verdadero aparato radial, 
pero emiten unos haustorios, que las fijan a la planta que van a parasitar, a la vez que les 
permiten la absorción de la savia bruta. 
7.7.1. Taxonomía 
La clasificación  taxonómica, según Cronquist (1981), es: 
 División Magnoliophyta (Angiospermas) 
 Clase   Magnoliopsida (Dicotiledóneas) 
 Subclase   Rosidae 
 Orden    Santalales 
 Familia   Loranthaceae 
 Género   Phoradendron Nutt. 
 Especie   Phoradendron crassifolium Eichl. 
      
7.7.2.   Morfología y descripción botánica 
El género Phoradendron es extríctamente americano; reúne 300 especies y 
comprende plantas que viven parásitas, sobre todo en órganos aéreos de dicotiledóneas. 
Curiosamente, éste género no sufre a su vez el ataque de insectos o de otras plantas 
parásitas. 
Pueden presentar un colorido amarillento, dorado, de tallos quebradizos, y  
pseudodicotomo. Las hojas son opuestas, pecioladas o no, y en algunas especies 
reducidas a escamas.El fruto es en bacata, de formas diversas y de color blanco, 
amarillento e incluso rojizo. Las flores son dioicas o monoicas, en espigas unisexuales, 
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aunque lo más habitual es encontrar flores estaminadas y pistiladas en la misma espiga. 
Excepto un pequeño grupo, son todas glabras.  
Destacan en Bolivia las siguientes especies del género Phoradendron: 
 
 Phoradendron angustifolium Eichler 
 Phoradendron bathyoryctum Eichler 
 Phoradendron bolivianum n.s.p.  
 Phoradendron brittonianum Rusby    
 Phoradendron crassifolium  Eichler 
 Phoradendron kuntzei (Urban) 
 Phoradendron liga  Eichler 
 Phoradendron mandonii Eichler 
 Phoradendron meliae n.s.p. 
 Phoradendron semiteres n.s.p. 
 Phoradendron undulatum Eichler 
 
La especie P. crassifolium. es una especie siempre glabra, ocasionalmente 
pseudodicotoma, y con catafilos en todos sus nudos, los cuales están bastante 
separados entre si. Los tres o cuatro pares de 
catafilos inferiores son estériles, y los superiores 
generalmente caducos y fértiles. Las hojas son 
largas, ovadas, más o menos lanceoladas, obtusas 
o despuntadas, redondeadas en la base, gruesas y 
basinervadas. Las espigas son algunas veces 
terminales, además de axilares, y ocasionalmente 
forman una inflorescencia terminal compuesta, 
derivada de la supresión de las hojas cerca del 
ápice, a menudo agrupados, con unos cinco nudos 
decafloreados en 4+2 ó seis series; los pedúnculos 
son de 5 mm de largo, a menudo con cinco pares 
de escamas. Fruto subgloboso, amarillento, 
ligeramente granulado, con unos 4 mm. de 
diámetro, con sépalos soldados. 
En la bibliografía aparece bajo otros sinónimos: 
 Phoradendron crassifolium Urban. 





Figura 62 y 63 . Phoradendron crassifolium 
parasitando tapiria guianensis (Anacardiaceae). 
www. inaturalist.org, www.phytoimages .siu.edu. 
 
 Figura 61. Phoradendron crassifolium (Pohl 
ex DC.) Eichler [9166-781219-33114] Flora 
Brasiliensis, vol. 5(2): Heft 44, Heft 44, 
t.www.plantillustrations.org 
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 Viscum crassifolium Pohl. 
Nombres comunes: “muérdago americano”; en Bolivia: “solda solda”, “sacha pupa”, 




















En muchos casos, las células de huésped y parásito se dividen y proliferan en una masa 
irregular de parénquima, y entonces una columna de células diferenciales introduce una 
serie de vasos elementales. 
7.8. Estudio fitoquímico Phoradendron 
Se han encontrado muy pocas referencias sobre la composición química de éste 
género. Se han identificado en los frutos de algunas especies del género, proteínas y 
lectinas, que son glicoproteínas de origen no inducido, capaces de fijarse de forma 
específica y reversible a los residuos osídicos de las membranas celulares, sin mostrar 
actividad enzimática.  Por ello, los frutos de estas especies resultan tóxicos. 
 
7.9. Actividad farmacológica y usos terapéuticos tradicionales 
El género Phoradendron ha sido usado en medicina popular para el dolor de cabeza, 
como antinflamatorio, y en el tratamiento de tumores epiteliales (Stein et al., 1998). En  
 
Es importante destacar en éste 
tipo de plantas parásitas, y en 
particular en ésta especie, su 
sistema radicular, que en éstos 
casos aparece modificado y es 
llamado “haustorio”. No obstante, 
el sistema típico haustorio debe 
adherirse firmemente a su 
huésped mediante la secrección 
de un adhesivo, o abrazando una 
pequeña ramificación o raíz. 
La penetración se produce 
forzando un haz de células a 
introducirse en el sistema 
dérmico, rompiendo la epidermis 
del huésped. Después de la 
penetración, nacen unos 
apéndices suctores cónicos, que 
hacen contacto con el xilema del 
huésped, y toman agua y sales 






Figura 64.   Sección transversal de un tronco de enebro atacado por el  
haustorio  (raíz modificada) de Phoradendron. . Gomez-Sanchez et al.,2011. 
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medicina popular brasileña algunas especies de Phoradendron se usan para desordenes 
femeninos, gastrointestinales, para el dolores reumaticos, gripe y como vermífugo (Agra 
et al., 2007; Dias et al., 2007). En Venezuela, el P. crassifolium  se utiliza para bajar la 
fiebre a los niños, por vía externa, previa decocción de la corteza. En Bolivia, las hojas y 
los tallos en decocción a dosis elevadas, se usan para el tratamiento de hemorragias 
provocadas por “desgarres internos”; a pequeñas dosis, para regularizar el flujo 
menstrual; en infusión, para dolores reumáticos, expulsión de arenillas de riñones, vejiga 
y uretra; en cataplasma, para el dolor de cabeza, dolor reumático, fracturas y  como 
antiinflamatorio (Girault, 1987; Oblitas, 1992 ; Muschietti et. al., 1996). 
Se han encontrado estudios acerca de la toxicidad que produce la ingestión de los 
frutos de algunas especies de este género, toxicidad que produce graves trastornos. Esta 
toxicidad se suele producir de manera accidental, especialmente en niños, al confundir 
los frutos de estas especies con otros frutos comestibles, consumidos especialmente en 
épocas navideñas. Esta toxicidad es debida a la presencia de proteínas y lectinas tóxicas. 
Este es el caso del Phoradendron flavescens Nutt.,  produce toxicidad, con trastornos 
gastrointestinales, leve somnolencia, irritación ocular, ataxia, y ataques de apoplegía. 
(Spiller et al., 1996). Otras especies de Phoradendron tóxicas son especies mexicanas, 
como Phoradendron seratinum (Raf.) M.C. Johnst., que produce transtornos 
gastrointestinales leves, pero grave afectación a nivel del sistema nervioso central con 
temblores y alucinaciones, y Phoradendrom tomentosum (DC.) Engelm. ex A. Gray 
(Calzado et al., 2002 ; Courtemanche & Peterson, 2006). 
Sin embargo, algunos compuestos aislados del género Phoradendron, entre ellos 
algunas toxinas, se han reportado su actividad antitumoral. Este es el caso de la 
ligatoxina B identificada en la especie argentina P. liga,  una nueva proteína que es capaz 
de unirse al DNA; estos resultados sugieren que la apoptosis celular sea iniciada a través 
de esta unión (Li et al., 2002). Se ha descrito que una lectina contenida en el extracto de 
esta especie, esta estrechamente relacionada con la actividad inmunomoduladora y 
efectos antitumorales del mismo, y algunos extractos han sido estandarizados de acuerdo 
con su concentración en lectina. (Braun et al., 2002). La especie americana 
Phoradendron californicum Nutt., también posee una glicoproteína con actividad 
citotóxica; su mecanismo de acción se basa en poseer una actividad RNA N-glicosidasa. 
(Endo et al., 1989). 
La especie P. tomentosum, responsable de intoxicaciones por ingestión accidental de 
sus frutos, proporciona proteínas (phorotoxinas), con actividad antitumoral en líneas 
celulares tumorales humanas (Johanson et al., 2003). Otros compuestos citotóxicos 
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identificados en el género Phoradendron son de naturaleza triterpénica, como los 
aislados en la especie Phoradendron reichenbachianum (Seem.) Oliv. (ácido  morónico y 
el ácido 3,4-seco-olean-18-eno-3,28-dioico (Ríos et al., 2001). Recientemente, también 
se ha detectado buena actividad antitumoral con extractos de la especie mexicana P. 
seratinum, frente a celulas HeLa y MCF7 (Jacobo-Salcedo, M., et al., 2011). 
Se han detectado  además propiedades antiinfecciosas en especies del género 
Phoradendron, y compuestos aislados de ellas. Este es el caso del flavonoide sakuretina 
aislado del Phoradendron robinsonii Trel., con propiedades antituberculosas (Rivero et 
al., 2005), y triterpenos como el ácido oleanólico aislado del Phoradendrom juniperinum 
Engel, que inhibe poderosamente la replicación del VIH (Kashiwada et al., 1998). Este 
compuesto inhibe la replicación de VIH-1 en infección aguda de células H9, con un valor 
de Concentración Eficaz 50 (CE50 ) de 1,7 μg/mlL, e inhibe el crecimiento de células H9 
con una CI50  de 21,8 μg/mL. 
Se ha descrito también actividad antiinflamatoria, administrado por vía oral, del 
extracto metanólico de Phoradendron piperioides (Kunth) Trelease, reduciendo el edema 
producido por carragenina un 28% (200 mg/mL), y actividad antioxidante del extracto 
metanólico, diclorometánico y de acetato de etilo (94,5, 37,2 y 77,2%, respectivamente) 
(Vasconcellos et al., 2009). 
Con nuestra especie, P. crassifolium, se ha descrito actividad protectora gástrica con 
su infusión, y actividad frente al VHS-1 (Gonzales et al., 2000; Abad et al., 1999). 
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Material Vegetal           
1. PREPARACIÓN DEL MATERIAL VEGETAL 
1.1  Recolección 
    Las especies vegetales bolivianas utilizadas en éste trabajo, Satureja boliviana y 
Phoradendron crassifolium, fueron recolectadas por el Dr. Eduardo Gonzales Dávalos, 
profesor en la Facultad de Farmacia de la Universidad Mayor de San Andrés, La Paz,  
entre los meses de Octubre y Marzo, en el Departamento de la Paz (Bolivia) 
coincidiendo con la época de floración. 
Los ejemplares de herbario de los especímenes fueron depositados en la Facultad de 
Farmacia, Universidad Mayor de San Andrés, La Paz, Bolivia con los números, 163-E 
y 159-E, respectivamente.  
Respecto a la especie vegetal española Tuberaria lignosa fue recolectada en Arenas 
de San Pedro, Ávila, reconocida y debidamente clasificada por el Dr. José Antonio 
Molina profesor del departamento de Biología Vegetal II de la Facultad de Farmacia de 
la Universidad Complutense de Madrid. Se depositó pliego testigo de la especie en el 
Herbario de la Facultad de Farmacia con el número, MAF 136040, Universidad 
Complutense de Madrid.  
1.2  Desecación 
    Para evitar todo tipo de alteración sobre las especies vegetales de modo que 
pudiera afectar a la composición, la droga fue extendida inmediatamente en una 
habitación ventilada, a una temperatura próxima a los 18-20ºC, evitándose al mismo 
tiempo la exposición directa a la luz solar.  
 1.3  Molturación 
     En todos los casos se separaron las partes aéreas, las cuales fueron pulverizadas 
en molino (Royal Triumph), hasta conseguir un tamaño de partícula adecuado. El 
material molturado se almacena adecuadamente en un lugar desprovisto de humedad 
y luz directa, hasta su posterior utilización. 
El material vegetal desecado y pulverizado se guardó en botes, limpios, cerrados y 
protegidos de la luz  y de la humedad. 
 
2. BASES DE LA IDENTIFICACIÓN MICROGRÁFICA 
    Antes de emplear una droga en terapéutica, es necesario realizar ensayos que 
permitan su identificación, detectar posibles adulteraciones y observar su posible 
 
  Material y métodos 
 
 





estado de conservación para que su empleo se realice con calidad y seguridad, pues 
de ello dependerá su eficacia. 
En este trabajo se procedió a realizar ensayos botánicos microscópicos al tratarse de 
una droga pulverizada. Al no disponer de droga entera no se realizaron ensayos de 
identificación histológicos.  
2.1. Ensayos micrográficos:  Consiste en observar al microscopio los contenidos 
celulares y los elementos celulares de valor diagnóstico que son característicos de una 
droga pulverizada y que sirven para identificarlos. 
Material: 
 Portaobjetos y cubreobjetos 
 Lanceta 
 microscopio 
 Reactivos de coloración y aclarado: 
 Agua de Yodo, que tiñe la fécula color azul oscuro- negro  
 Hidrato de Cloral, reactivo aclarante, cuando queremos observar 
contornos celulares, se deja actuar durante unos minutos antes de la 
observación microscópica, de tal forma que va disolviendo poco a poco 
los colorantes de las paredes celulares. 
 Fluoroglucina Clorhídrica, (solución de floroglucina en alcohol al 50% 
con ClH concentrado), para observar elementos lignificados como los 
sistemas conductores, es decir, vasos y también para sistemas de 
resistencia como células pétreas y fibras.  
 Cloroyoduro de Zinc, que tiñe elementos celulósicos como epidermis, 
pelos y estomas 
 Sudan III, para grasas y esencias 
Método: 
    Sobre un portaobjetos perfectamente limpio se depositaron dos gotas de reactivo a 
emplear, se añadió sobre el reactivo una pequeña cantidad de la droga pulverizada y 
se procedió a homogeneizar, se colocó el cubreobjetos en ángulo para evitar la 
entrada de aire en la muestra, y se colocó en el microscopio para la observación. 
Tratándose de la sumidad florida podremos encontrar: 
 Elementos celulares: celulósicos: epidermis con estomas y pelos o tricomas 
y glándulas, lignificados: vasos que son de conducción o fibras y células 
pétreas de resistencia. Granos de polén  
 Contenidos celulares: elementos de naturaleza oleosa, cristales y gotas de 
esencia. 
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3. PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS 
    La primera extracción que hemos realizado  ha sido la obtención de un extracto 
acuoso y de un extracto etanólico. 
3.1. Extracto acuoso 
    Se preparó por infusión, para ello se partió de 10g de material vegetal pulverizado 
en 100mL de agua a 100ºC durante 30 min, según la Real Farmacopea Española 
(1997), con posterior filtración y liofilización. Se denominó con la letra A. 
3.2 .Extracto etanólico 
La extracción se realizó por maceración en frío con etanol de 95º hasta líquidos 
kalcohólicos claros. 
Se partió de 10g. de material vegetal pulverizado y 100mL de Etanol absoluto, dejando 
30min en agitación a temperatura ambiente.  
Los líquidos alcohólicos se concentraron a presión y temperatura reducida, 
temperatura siempre inferior a 40º, en rotavapor. Se denominó con la letra B. 
Material 
Los liquidos acuosos se recogieron en frascos de liofilizar preparados para soportar la 
baja presión y temperatura que conlleva el proceso de liofilización y se congelaron a 
una temperatura de  –20ºC. Posteriormente se conectaron al liofilizador (FTS system) 
durante 3 días. 
El liofilizado se conservó en frascos de cristal opacos a 5ºC, protegidos de la 
humedad. 
Los líquidos alcoholicos se evaporan hasta residuo en  a presión y temperatura 
controlada en rotavapor. Se conservó en frascos de cristal opacos a 5ºC. 
En principio, la elección de los extractos y del  proceso de fraccionamiento queda 
ligado a los resultados de actividad que nos proporcionan los ensayos antivirales. 
 
4. FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ACTIVOS 
Material 
 Tubos de centrífuga Falcon de 50 mL. 
 Centrifuga SORWALL RT 6000D.  
 Eppendorfs      
Método 
Los liofilizados acuosos activos se sometieron a un proceso de precipitación 
con alcohol de 70º, de tal forma que se fraccionaron en dos: 
 Fracción soluble en alcohol de 70º, denominados con las siglas A0 
 Fracción insoluble en alcohol de 70º, denominado con las siglas A1 
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Se procedió a centrifugación con centrifuga  (SORWAL RT 6000D) a 6000 rpm durante 
10 min aprox. El proceso de precipitación se repitió varias veces, hasta líquidos 
alcohólicos incoloros. 
La primera fracción, es decir la fracción soluble en alcohol se decantó sobre un matraz 
de fondo redondo para concentrarlo en rotavapor a presión y temperatura reducidas y 
la segunda fracción, es decir la fracción insoluble en alcohol se desecó para eliminar 
los restos de disolvente. Una vez obtenidas las dos fracciones, convenientemente 
desecadas, se pesaron y se recogieron en frascos previamente tarados. Los extractos 
se conservaron a 5ºC de temperatura.   
Una vez realizadas las diluciones para el ensayo de actividad antiviral éstas se 
conservaron a –20ºC. 
4.1.Diálisis 
La diálisis la hemos ido utilizando durante todo el proceso, para separar, purificar y 
eliminar sales de los extractos en unos casos y  de los polisacáridos en otros. 
Es un método de filtración a través de una membrana con un tamaño de poro 
determinado, normalmente la hemos utilizado en extractos que son solubles en agua o 
que precipitan en alcohol como es el caso de los polisacáridos, y la hemos realizado 
contra agua o contra alcohol y en algunos casos contra una solución de alcohol al 
50%. 
Material 
 Membranas de diálisis Visking. Exclusión de peso molecular 12-14 kDa. 
Medicell Internacional Ltd. 
 Agua destilada y alcohol 96º 
 HNaCO3 2M y EDTA 10 mM 
 Erlenmeyers de 500 mL, 5000 mL 
 Agitador magnético 
Método 
Activamos las membranas con una solución de HNaCO3 2M y EDTA 10mM a 
80ºC durante una hora. Lavamos las membranas y rellenamos con la muestra diluida 
en agua o en alcohol cerrándola e introduciéndola en agua destilada o alcohol que se 
va regenerando durante varios días dependiendo de los casos.   
4.2. Reacción con CETAVLON 
Seguimos el método propuesto por Zhang y cols. (Zhang, 1997). Este método 
se fundamenta en la separación de la fracción glucídica en base a la acidez de la 
molécula. Se basa en que los polisacáridos fuertemente ácidos, como la pectina o el 
ácido algínico, precipitan al añadir a la solución sales de amonio cuaternario, por lo 
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que podemos separarlos de los neutros. La sal de amonio utilizada fue el bromuro de 
cetiltrimetilamonio o Cetavlon. 
Material 
 Cetavlon (Bromuro de hexadeciltrimetil amonio). Sigma. 
 NaCl. PRS. Panreac. 
 Etanol 96º. PRS. Panreac. 
 Acido bórico. PRS. Panreac. 
 Acido acético glacial. QP. Panreac. 
 Membranas de diálisis Visking de 12-14Kda. Medicell Internacional Itd. 
Método 
La muestra se dializa contra agua y la fracción no dializable es redisuelta en 
agua, añadiéndose el reactivo Cetavlon. Se deja precipitar durante 6horas a 20ºC y 
se centrífuga a 3000 rpm 10min. y el precipitado se redisuelve en agua y se dializa. 














3000 rpm 10’ 
Ácido Bórico 0.33% 
ajustar a pH=8,8 
24horas                
3000rpm 10’ 
Precipitado Sobrenadante 
NaCl 20% Acético 2% 
Etanol x3 













Ácido  acético pH=4 
Etanol x3 
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En el sobrenadante estarán los polisacáridos menos ácidos. Ésta fracción se separa 
por adición de ácido bórico y posteriormente ajuste del pH a 8,8. Se deja 24 horas y se 
centrífuga a 3000 rpm 10 min. Separamos el precipitado del sobrenadante. 
El sobrenadante se precipita a su vez con tres volúmenes de etanol, se centrífuga y el 
precipitado se redisuelve en agua y se dializa, siendo ésta la fracción neutra, que 
denominamos  como SBA4, TLA4 y PCA4. 
El precipitado es redisuelto en una solución al 20% e NaCl en medio ácido (Ácido 
acético al 1%), se precipita con tres volúmenes de etanol y se centrífuga.  
El precipitado se redisuelve en agua y se dializa. Ésta será la fracción débilmente 
ácida, que denominamos como SBA3, TLA3 y PCA3. 
Todas las diálisis se realizan contra agua. 
Purificación de las fracciones: A continuación se procedió a la purificación de las 
fracciones, para ello se trataron con NaOH 1M y en agitación durante 2h con el fin de 
obtener el polisacárido lo mas puro posible y así eliminar restos de proteínas y lípidos. 
Posteriormente, y con el objeto de precipitar los polisacáridos, se añadió un volumen 
de etanol 96% y se dejó toda la noche a temperatura ambiente. El precipitado se 
recogió por centrifugación, se resuspendió en agua y se dializó durante 4 días frente a 
agua en una membrana 12-14 kDa para eliminar el NaOH y todas las moléculas con 
un tamaño inferior al del corte de la membrana. Tras centrifugar el material dializado, 
se obtuvieron dos fracciones: una soluble (S) que se concentró en rotavapor y una 










SBA2-I TLA2-I PCA2-I 
SBA2-S TLA2-S TLA2-S 
SBA3-I TLA3-I PCA3-I 
SBA3-S TLA3-S PCA3-S 
SBA4-I TLA4-I PCA4-I 
SBA4-S TLA4-S PCA4-S 
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5. ANÁLISIS PREVIOS 
5.1. Determinación de SUSTANCIAS FENÓLICAS 
    Se realizan una serie de reacciones características de los grupos químicos para 
comprobar la existencia o ausencia de los mismos en nuestra sustancia activa. 
Reacción con sales de hierro (Fe Cl3) y nitrito sódico (NaNO2) 
Se realiza esta reacción con tricloruro de hierro (Fe Cl3) al 1% en metanol. 
Se provoca la reacción de análisis  con nuestras muestras problema y como sustancia 
de referencia un patrón interno. 
A la muestra disuelta en agua le añadimos la solución de Fe Cl3 . La formación de 
coloración verde o azul indica la presencia de sustancias fenólicas. 
A la muestra disuelta en agua le añadimos una solución NaNO2 (0,1%) en agua a 4ºC. 
La formación de coloración naranja indica la presencia de ácido elágico. 
5.2. Reacción de STIASNY 
    Éste reactivo esta formado por HCl y formaldehído al 30%. En este medio ácido los 
taninos gálicos se hidrolizan y se solubilizan como ácido y azúcar. Los taninos 
catéquicos no se hidrolizan y en presencia de formol forman polímeros que precipitan 
en forma de masas algodonosas denominadas flobáfenos. Es una reacción específica 
de taninos catéquicos. 
Al extracto acuosos se le añade el reactivo de Stiasny llevando al baño María durante 
30min. En el caso de ser positiva aparecerán masas marrón oscuras (flobáfenos). 
5.3. Reacción de la CIANIDINA 
    Esta reacción se basa en la reducción de los flavonoides a antocianidinas por la 
acción del hidrógeno desprendido al hacer reaccionar virutas de MG o Zn con HCl. 
Éstas reducciones van acompañadas de cambios de color en las soluciones, que van 
desde el rosa hasta el violeta. Se diluye la muestra en agua y etanol 96º y a 
continuación se añade magnesio en virutas y tratamos con HCl 1/3. Los cambios de 
coloración se producen en el momento. 
5.4. Determinación de PROTEÍNAS TOTALES por LOWRY (Peterson, G.L.,et al  
(1983) 
Solución A (100mL): 0,5 g CuSO4. 5H2O + 1 g Na3C6H5O7. 2H2O 
Se añade agua destilada hasta 100mL. Ésta solución puede almacenarse 
indefinidamente a temperatura ambiente. 
Solución B(1L): 20 g NaCO3 + 4 g NaOH. Se añade agua destilada hasta 1L. Ésta 
solución puede almacenarse indefinidamente a temperatura ambiente. 
Solución C (51mL): 1 mL de solución A+ 50 mL de solución B 
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Solución D: 10 mL “Folin-Ciocalteu phenol reagent”+ 10 mL de agua destilada 
Método: 
Se llevar la muestra hasta un volumen de 0,3mL (con agua destilada). Se añade 
1,5mL de solución C. Se agita en vortex y se incuba a temperatura ambiente 1 min. Se 
añaden 0,15 mL de solución D y se agita en vortex. Se espera de 20-30 min y se 
procede a leer a =750 nm. Rango de sensibilidad 5-100g/mL. 
 
6. PURIFICACIÓN DE LOS EXTRACTOS 
Se parte de 1 g del extracto insoluble en etanol y liofilizado, se trata con 200 mL de 
NaOH 1M durante 2 horas en agitación, con el fin de extraer todo el material soluble 
en esas condiciones, solubilizar las proteínas que puedan quedar. Posteriormente y 
con el objeto de precipitar los polisacáridos se añade un volumen de etanol 96% que 
se deja toda la noche a temperatura ambiente. El precipitado se recoge por 
centrifugación, se dializa durante 4 días contra agua en una membrana 12-14000 Da 
para eliminar tanto el NaOH como cualquier molécula con un tamaño inferior a 14 kDa. 
Se obtienen dos fracciones, una soluble y otra insoluble, la parte soluble se concentra 
en rotavapor. Las fracciones solubles (S) e insolubles (I) de los tres extractos 
vegetales, denominadas TLAs, TLAi, SBAs, SBAi, PCAs y PCAi, fueron congeladas y 
liofilizadas para su posterior análisis.  
 
7. FRACCIONAMIENTO, SEPARACION y CARACTERIZACIÓN DE LOS 
POLISACÁRIDOS  
7.1. CROMATOGRAFÍA 
La cromatografía es actualmente uno de los métodos más utilizados para la 
separación de compuestos ya que permite separar mezclas complejas con gran 
precisión. Puede purificar casi cualquier sustancia soluble o volátil, si el material 
adsorbente, solventes y condiciones de trabajo son las adecuadas. 
7.1.1. Cromatografía en capa fina o CCF 
Es una técnica utilizada para separar compuestos orgánicos. Su simplicidad y rapidez 
hacen de ella una técnica indispensable en la determinación de la complejidad de la 
muestra, la monitorización de las separaciones a mayor escala y en la determinación 
de la pureza de los productos. 
Se realiza en una placa que suele ser de plástico, metal o cristal, recubierta de un 
sólido adsorbente (sílice, celulosa o alúmina) que es la fase estacionaria. Un solvente 
apropiado actúa como fase móvil y para el análisis es suficiente con un pequeño 
depósito de la muestra sobre la fase estacionaría, cerca de la parte inferior de la placa. 
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Para mejorar la identificación de los compuestos es importante depositar junto a la 
muestra y en la fase estacionaria sustancias de referencia o patrón. La fase móvil 
asciende por capilaridad a través de la fase estacionaria hasta alcanzar la parte 
superior de la placa lo que se denomina frente de elución. La separación de los 
diferentes compuestos de la mezcla problema se realiza en función de su solubilidad 
en la fase móvil y de su mayor o menor adsorción sobre la fase estacionaria, por lo 
que los compuestos mas fuertemente adsorbidos y los menos solubles en la fase móvil 
necesitarán mas tiempo para ascender. En base al frente de elución se calcula el 
factor de retención (retention factor, Rf), que en las mismas condiciones será el mismo 
para cada molécula. 
La fuerza con que un compuesto orgánico se une a la fase estacionaria depende de 
interacciones tipo ion-dipolo, dipolo-dipolo, puentes de hidrógeno, dipolo inducido y 
fuerzas de Van der Waals. En el presente estudio utilizamos la sílice como fase 
estacionaria, cuyas interacciones predominantes son las fuerzas dipolo-dipolo. Las 
moléculas mas polares interaccionaran con los enlaces Si-O, y entonces su retención 
será mayor. 
Si los compuestos no son coloreados se recurre a la observación bajo luz UV o bien al 
empleo de reveladores específicos. 
Hidrólisis 
 Cromatoplacas AL TLC  de Sílica–gel 60, 20x20cm. Merck 
 TFA concentrado (Panreac) 
Fases móviles 
 Propanol : acetato de etilo : agua (40:50:10) con revelador HCl-resorcinol. 
 Acetona : agua, (87:13) con la misma sustancia reveladora que anteriormente.  
 Acetato de etilo : acético : metanol : agua, (60:15:15:10) revelador HCl-
resorcinol y timol sulfúrico (mejor). 
 Acetato de etilo: piridina: agua (2:1:2) que se revela con ftalato de p-anisidina  
 Acetato de etilo: acético: metanol: agua . (18:4,5:4,5:3), que se revela con timol 
sulfúrico. 
  Ácido acético: piridina: agua, (2:1:2) revelador ftalato de p-anisidina  
7.1.2. Cromatografía de exclusión molecular o SEC (size exclusion chromatography) 
La cromatografía de exclusión por tamaño utiliza un gel poroso que separa las 
moléculas en función de su volumen hidrodinámico. Los poros son normalmente 
pequeños y excluyen a las moléculas más voluminosas, dejando penetrar a las 
moléculas de menor tamaño, que quedan más retenidas en el gel. Las moléculas de 
mayor tamaño eluirán antes ya que no son capaces de penetrar en los poros. 
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En nuestro caso, se utilizó la filtración en gel para comprobar si las fracciones solubles 
estaban constituidas por un solo polisacárido o si eran una mezcla de varios y en su 
caso, tratar de separar los distintos polímeros que la formaban en función de las 
diferencias de tamaño y forma de sus componentes. Se utilizó gel de Sepharose CL-
6B (40 cm x 2,6 cm) que retiene polisacáridos con pesos moleculares comprendidos 
entre 106 y 104 Da. Se empleó como eluyente NaOH 0,3M, o H2O. La homogeneidad 
del empaquetamiento y el calibrado de la columnas se realizó cargando una mezcla de 
azul dextrano (Pm medio=2.106 Da), dextrano T500 (Pm medio=5.105 Da), dextrano 
T70 (Pm medio=7.104 Da) y vitamina B12 (Pm= 1355 Da). 
Unos 22 mg de cada fracción soluble se resuspendieron en 2 mL de NaOH 0,3M, o en 
2 mL de H2O, centrifugando en una centrífuga Microfuge durante 15 minutos a la 
máxima velocidad para eliminar precipitados. La disolución obtenida se cargó en la 
columna, se utilizó un flujo de eluyente de 24 mL.h-1. Se recogieron fracciones de 3,7 
mL monitorizando rutinariamente su contenido en carbohidratos por el método del 
fenol sulfúrico (Dubois et al., 1956). Las fracciones apropiadas se juntaron y 
concentraron, después se dializaron, congelaron y liofilizaron para su posterior 
análisis. 
7.2 ANÁLISIS QUÍMICO 
7.2.1. Valoración de Carbohidratos totales  
La cuantificación de carbohidratos neutros totales se realizó por dos métodos: 
 Método del FENOL SULFÚRICO (Dubois et al., 1956) 
Fundamento: 
En presencia de ácido sulfúrico concentrado, los azúcares con grupos reductores 
(aldehído o cetona) se deshidratan dando lugar a derivados del furfural, que se 
condensan con fenoles generando complejos coloreados naranja-amarillento. 
En las fracciones eluídas de la columna de filtración en gel se determinaron 
carbohidratos totales tomando: 
 50 L de muestra  
 250 L fenol al 5% en agua  
 1.25 mL H2SO4 concentrado  
Se agita y se lee absorbancia a 485nm frente a un blanco con agua, Como patrón se 
utiliza glucosa a tres concentraciones distintas, 100g/ mL, 200g/ mL, 400g/ mL. 
En el caso de utilizar como disolvente y eluyente NaOH 0,3M, el blanco será entonces 
NaOH 0,3M. 
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Método de la ANTRONA (Loewus, 1952) 
Se basa en la hidrólisis de los carbohidratos con ácido sulfúrico concentrado en 
caliente y en la deshidratación ulterior de los monosacáridos liberados previamente por 
la hidrólisis. Las pentosas dan lugar a furfural, y las hexosas a 5-hidroximetil-2-furfural, 
que reaccionan con los grupos fenólicos de la antrona para dar lugar a compuestos 
coloreados, cuya intensidad de color es proporcional a la cantidad de carbohidratos 
presentes en la muestra. 
Reactivos: 
- Solución de antrona al 0,2% en ácido sulfúrico concentrado (p/v), que se 
añade en frío y agitando (la solución es inestable y se prepara en el momento de ser 
utilizada). 
Procedimiento: 
La muestra a analizar, que contiene entre 20 y 200 g de carbohidratos, se completa 
con agua hasta 1,5 mL. A continuación se añaden 3 mL del reactivo en frío, agitando. 
Inmediatamente después se introduce en un baño con agua hirviendo durante 10 
minutos, se deja enfriar, y se mide la absorbancia a 540 nm, frente a un blanco 
(glucosa 50g/ mL, 100g/ mL y 150g/ mL).  
7.2.2. Determinación de la composición de ácidos urónicos 
Método del CARBAZOL (Bitter & Muir, 1962) 
Al hidrolizar la muestra con ácido sulfúrico concentrado se originan compuestos 
intermediarios (principalmente ácido 5-formil furóico) que todavía conservan su 
carbono carbonilo.  Éste reacciona con el carbazol y da un color rosa que es 








La muestra (conteniendo 50 a 500 g de ácidos urónicos) se completó a 0,5 mL con 
agua destilada. A continuación se añadieron 3 mL de ácido sulfúrico concentrado en 
frío, se agita y se calienta en un baño de agua hirviendo durante 15 min. La mezcla se 
enfrió con agua del grifo. Se añade 0,1 mL de carbazol, agitando y  se deja reaccionar 
Reactivos: 
- Ácido sulfúrico concentrado. 
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2 horas. El color aparece a los pocos minutos de añadir el carbazol y disminuye de 
intensidad progresivamente hasta perder el color definitivamente a las 24 horas. Se 
midió la absorbancia a 525 nm frente a un blanco. La absorción debida a los azúcares 
neutros (aprox. 10% para hexosas) se dedujo colocando un estándar de azúcar en la 
determinación. Para construir la curva patrón se utilizó galacturónico 10-100 μg/mL. 
Diferentes ácidos urónicos originan diferentes respuestas. 
Patrón 200 g/mL Ac. Glucurónico A530 Ac. galacturónico A530 
 
100 uL (20 ug) + 400 agua .192 0.363 
200 uL (40 ug) + 300 agua .443 0.698 
400 uL (80 ug) + 100 agua .826 1.380 
 
7.3. ANÁLISIS ESTRUCTURAL 
7.3.1. Determinación de la composición de Monosacáridos 
 
Hidrólisis ácida: Dada la supuesta naturaleza polisacarídica de los extractos, se 
abordó la identificación y cuantificación de los monosacáridos liberados tras su 
hidrólisis ácida. Se pesó alrededor de 1 mg de cada uno de las muestras, hidrolizando 
con 1 mL de ácido trifluoroacético (TFA) durante 1 h a 120ºC. La concentración de 
ácido varió según los casos: 0,15 M, 3 M ó hidrólisis sucesivas con las anteriores 
concentraciones de TFA. Inmediatamente después de la hidrólisis se añadió a cada 
hidrolizado 1 mg de mio-inositol como patrón interno, evaporando a continuación a 
sequedad en un rotavapor.  
Derivatización: Los monosacáridos son sustancias no volátiles, y para poder 
analizarlos por cromatografía de gases (CG) es necesario derivatizarlos para 
convertirlos en moléculas volátiles. De entre los posibles derivados, se eligieron dos:  
a) los acetatos de alditol que producen un único derivado de cada monosacárido 
dando lugar a cromatogramas más simples, aunque en este caso, no permiten la 
detección de ácidos urónicos.  
b) Las oximas trimetilsililadas originan dos picos por cada azúcar reductor 
(correspondientes a los isómeros E y Z de la oxima) y, por tanto, dan cromatogramas 
más complejos, pero como ventaja permiten la identificación simultánea de azúcares, 
ácidos urónicos y otros compuestos presentes en la muestra. 
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Obtención de acetatos de alditol. Los monosacáridos liberados en la hidrólisis se 
redujeron con NaBH4 en 1 mL de agua a temperatura ambiente durante 12 h. A 
continuación, se destruyó el exceso de borohidruro por adición de HCl concentrado 
hasta pH ácido y se evaporó en rotavapor a 70ºC. Para eliminar las sales de boro 
formadas, se lavó 3 veces con 2 mL de metanol. Finalmente, los alditoles formados se 
acetilaron con 500 L de piridina-anhídrido acético (1:1), durante 1 h en estufa a 100ºC 
y se evaporaron a sequedad a 70ºC (Laine et al., 1972). 
Análisis por cromatografía de gases (CG). En el momento de analizar las muestras, se 
disolvieron en 200 L de cloroformo y se tomó una alícuota de 1 L, que fue inyectada 
en el cromatógrafo. El análisis cromatográfico se llevó a cabo en un cromatógrafo de 
gases Agilent 7980A, con una columna HP-5MS (30m x 0,25 mm, 0,2 m espesor de 
la película), inyector split/splitless, helio (0,6 mL min-1) como gas portador y detector de 
ionización de llama. Inyector y detector se programaron a una temperatura de 250°C y 
para la separación de los monosacáridos se empleó un programa de temperaturas que 
comienza isotérmicamente a 190ºC (2 min), aplicando a continuación una rampa de 
temperatura de 2ºC min-1 hasta una temperatura final de 225ºC. El pico de cada 
azúcar en el cromatograma se identificó comparando su tiempo de retención con los 
de patrones analizados en idénticas condiciones. La cuantificación se realizó 
atendiendo al área de los picos y a los factores de respuesta obtenidos con diferentes 
monosacáridos patrón. 
Obtención de oximas trimetilsililadas. Los hidrolizados, completamente secos, se 
resuspendieron en 250 L de una solución de cloruro de hidroxilamina en piridina al 
2,5% para formar las oximas de los azúcares a 70ºC durante 30 minutos. Transcurrido 
este tiempo, se añadieron 150 L del agente sililante, bis-trimetilisilil trifluoroacetamida 
(BSTFA) para formar los derivados a 80ºC durante 10 minutos (Rojas-Escudero et al., 
2004). 
El análisis de las muestras se realizó por cromatografía de gases-espectrometría de 
masas (GC-EM) en un instrumento Agilent 7980A-5975C con un programa de 
temperaturas que comienza a 180ºC para subir a razón de 2ºC min-1 hasta 280ºC (1 
min). Los picos de cada azúcar en el cromatograma se identificaron tanto por su 
espectro de masas como por comparación de su tiempo de retención con los de 
patrones analizados en idénticas condiciones. El análisis cuantitativo de los azúcares 
se llevó a cabo calculando los factores de respuesta de los monosacáridos con 
respecto al mio-inositol, compuesto que presenta un solo pico cromatográfico que no 
interfiere con los carbohidratos presentes en las muestras. Otros componentes no 
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glucídicos de las muestras detectados mediante este análisis fueron identificados por 
comparación con la base de datos Wiley 8ª edición con NIST 2005. 
7.3.2. Estudio de los tipos de enlace de los polisacáridos mediante análisis de 
metilación 
Para llevar a cabo la investigación de los tipos de enlace existentes en los 
polisacáridos se empleó la técnica de análisis por metilación. El análisis completo 
comprende varias etapas. En primer lugar, hay que convertir los grupos –OH libres del 
polisacárido en grupos O-metilo. Los hidroxilos libres presentes en un polisacárido 
serían todos aquellos que no lleven sustituyentes estables ni intervengan en enlaces 
glicosídicos o en el cierre del anillo. A continuación, el polisacárido permetilado se 
hidroliza con ácido, en nuestro caso con acido trifluoroacético (TFA) y se convierten 
los monosacáridos liberados en sus correspondientes acetatos de alditol. En caso de 
que el polisacárido contuviera ácidos urónicos es preciso reducirlos hasta alcoholes 
antes de la hidrólisis y de esta manera poder analizarlos también. 
Metilación. Existen varios métodos de metilación. En el presente trabajo se utilizó el 
método de Ciucanu y Kerek (1984) modificado por Needs y Selvendran (1993). 
Las muestras (1-3 mg) se disolvieron completamente en 1 mL de DMSO ayudándonos 
para su mejor disolución de un baño de ultrasonidos. Se añadieron entre 50 y 100 mg 
de hidróxido sódico pulverizado, sonicando durante 1h. La metilación efectiva depende 
del grado de ionización de los OHs libres, por ello se hace necesario efectuar la 
reacción en un medio básico y así provocar que dichos grupos OH se transformen en 
alcoxilo. A continuación se enfriaron los tubos en un recipiente con hielo picado y se 
añadió 1 mL de ioduro de metilo previamente en enfriado en nevera, sonicando 
durante 2 h. Los productos de la reacción, recogidos con 2 mL de cloroformo-metanol 
(1:1), se dializaron frente a agua durante 72 h, posteriormente frente a etanol-agua 
(1:1) durante 24 h y finalmente, se evaporaron a sequedad en rotavapor. 
Reducción de grupos carboxilo de los ácidos urónicos. Puesto que algunas de las 
muestras contenían ácidos urónicos, los polisacáridos una vez metilados fueron 
tratados durante 12 h a temperatura ambiente con 2 mg de borohidruro sódico 
deuterado (NaBD4), como agente reductor, en 500 L de etanol:agua (3:1) según el 
método descrito por Hollingsworth et al. (1984). Mediante esta reacción se consigue la 
reducción del grupo carboxilo a un alcohol, introduciendo además en la posición que 
se ha reducido, un marcaje de masa de +2 Da (por la incorporación de dos átomos de 
deuterio), en comparación con la masa de las posiciones no deuteradas. El exceso de 
borohidruro se destruyó por adición de HCl concentrado, evaporando después a 
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sequedad y lavando con 2 mL de metanol (3 veces) para eliminar las sales de borato 
remanentes.  
Hidrólisis. Los polisacáridos permetilados y con los posibles grupos carboxilo 
reducidos (por ello, ahora convertidos en alcoholes y susceptibles de hidrolizarse y 
derivatizarse) se hidrolizaron para obtener monosacáridos parcialmente metilados, que 
se derivatizaron para dar lugar a sus correspondientes acetatos de alditol parcialmente 
metilados. La reducción y acetilación se realizó según el método de Laine et al. (1972) 
con una única modificación, que consiste en reducir con NaBD4 para introducir un 
marcaje de masa en el C-1. Los acetatos de alditol parcialmente metilados se 
analizaron mediante cromatografía de gases-espectrometría de masas (CG-EM) en un 
instrumento Agilent 7980A-5975C equipado con una columna HP-5MS (30m x 0,25 
mm, 0,2 m espesor de la película), con helio (15 psi) como gas portador y aplicando 
un programa de temperatura: 170ºC (1 min), rampa de 2ºC min-1 hasta 210ºC (1 min). 
El inyector y la línea de transferencia se mantuvieron a 250ºC durante el análisis. La 
relación de split durante la inyección fue de 50:1. 
Cada uno de los picos del cromatograma se identificó mediante su tiempo de retención 
y su espectro de masas. La cuantificación se realizó atendiendo al área de los picos. 
7.3.3. Espectroscopía de infrarrojo (IR) 
La naturaleza de los enlaces glicosídicos entre los monosacáridos que forman un 
polisacárido, así como la presencia de sustituyentes de tipo acetamida, carboxilo o 
sulfato puede ser reconocida a partir de bandas de absorción características de su 
espectro IR por tanto, los espectros de IR dan información acerca de la configuración 
 o  de los monómeros, así como de la presencia de grupos de tipo N-acetilo, 
carboxilo, fosfato o sulfato (Barker et al, 1956). Las muestras se analizaron mediante 
la técnica del KBr, para lo cual se fabricó una pastilla de con 300 mg de KBr y 1-2 mg 
de muestra finamente pulverizada en un mortero de ágata, prensando posteriormente 
hasta conseguir la pastilla. Las muestras se analizaron en un instrumento FTIR 4200 
tipo A (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) en el rango de 400–4000 cm−1. El detector 
empleado fue del tipo TGS con una resolución de 4 cm−1. 
7.3.4. Resonancia magnética nuclear (RMN) 
 
    La RMN es una técnica especialmente informativa e interesante para el análisis 
estructural de polisacáridos. Es una técnica no destructiva y la muestra no precisa un 
tratamiento especial aparte de la lógica purificación y su disolución en el solvente 
empleado para el análisis. Sin embargo, comparada con otras técnicas analíticas es, 
posiblemente, menos sensible ya que la cantidad de material requerido, después de la 
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purificación, debe estar, al menos, en el rango de multimiligramos. Por otra parte, la 
adecuada combinación de una serie de experimentos mono- y multidimensionales de 
RMN (estándar, tanto homonucleares como heteronucleares) permite incrementar su 
sensibilidad.  
    Los espectros de RMN aportan información acerca del número e identidad de 
monosacáridos, o más bien de residuos glucídicos, que constituyen la unidad repetitiva 
del polímero. Además, permite identificar la estereoquímica (configuración anomérica 
 o ) de los enlaces glicosídicos y, en determinados casos, se puede llegar a 
determinar la secuencia de la unidad repetitiva. 
    La determinación de la estructura primaria de un polímero mediante RMN requiere 
la correcta asignación de las señales de protón y carbono correspondiente a los 
átomos de cada uno de los residuos (monosacáridos, sistemas de espín) que 
constituyen el polisacárido. Las señales (=desplazamiento químico, unidades ppm) 
de RMN características de los azúcares se agrupan en un estrecho intervalo de 
frecuencias, de modo que el inevitable solapamiento de señales dificulta 
considerablemente la asignación individual de las mismas. Afortunadamente, las 
señales de los protones/carbonos anoméricos de cualquier monosacárido son 
fácilmente reconocible ya que aparecen separadas del resto de señales y a campos 
más bajos (1H RMN ~ 4.0-5.5 ppm o 13C RMN ~ 95-105 ppm). La zona anomérica es 
también muy útil para deducir de forma aproximada el número y naturaleza de los 
residuos (monosacáridos diferentes, o iguales, pero con diferentes entornos) que 
constituyen el fragmento principal del polímero. 
    Aparte del desplazamiento químico (frecuencia de resonancia) característico de 
cada núcleo presente en la molécula, las señales de resonancia suelen estar 
desdobladas  (multipletes) debido a la interacción de cada núcleo con los núcleos 
vecinos lo que proporciona información acerca del entorno químico de cada átomo. En 
caso de que la resolución espectral lo permita, se puede deducir la relación espacial 
entre los núcleos a partir de la medida de la distancia entre los picos de cada 
multiplete (J, constante de acoplamiento escalar, unidades: Hz). Este parámetro da 
cuenta de cómo cada núcleo, que se comporta a su vez como un pequeño campo 
electromagnético, afecta a su entorno (acoplamiento de espín).  
    Una vez se han identificado las señales anoméricas, se procede a determinar la 
configuración anomérica de los azúcares (/) mediante espectros de protón de alta 
resolución que permitan medir los valores de JH1,H2 que son característicos de las 
configuraciones  y  de los azúcares (JH1,H2 ~4 Hz y JH1,H2 ~8 Hz respectivamente 
para sistemas tipo glucosa/galactosa.  
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    Tras identificar los protones/carbonos anoméricos, si las características de la 
muestra así lo permiten, se asignan el resto de las señales de los protones/carbonos 
de los anillos del polisacárido mediante experimentos adicionales que diseccionan, 
virtualmente, el polímero en unidades individuales (residuos/monosacáridos) más 
sencillas de identificar. En general para la asignación de las señales de 1H se utilizan 
experimentos basados en el reconocimiento de patrones de constantes de 
acoplamiento características de cada tipo de azúcar (1H, 1H COSY, 1H, 1H TOCSY) y 
se toma como punto de partida la señal del protón anomérico (H1).   
    La asignación de átomos de carbono se puede llevar a cabo empleando 
experimentos de tipo heteronuclear (1H,13C, HSQC) que correlacionan los 
desplazamientos de protón con las señales de carbono a las que están directamente 
unidos. Los valores de los desplazamientos químicos de carbono se ven afectados por 
la proximidad de enlaces glicosídicos (comparados con los de azúcares no sustituidos) 
por lo que pueden utilizarse para determinar el patrón de sustitución de cada residuo 
de acuerdo con el análisis de metilación.  En la tabla 1, se detallan los principales tipos 
de experimentos de RMN bidimensional y una breve descripción de la información que 
aportan. 
     Adquisición de espectros mono y bidimensionales. Los espectros de RMN de 
1H y 13C fueron adquiridos en un espectrómetro Bruker Avance DRX 500MHz a 298K 
equipado con una sonda TXI y con unidad de gradientes. Los desplazamientos 
químicos se referenciaron a la señal HDO a 4.66 ppm. Las muestras liofilizadas se 
disolvieron en D2O (500 L). Los experimentos bidimensionales (TOCSY y HSQC) se 




Experimento  Abreviatura Descripción 
Homonuclear COSY (COrrelation SpectroscopY) Relaciona protones 
vecinales del anillo 
TOCSY (Total COrrelation SpectroscopY) Relaciona todos los 
protones del mismo 
sistema de espín 
(anillo/azúcar) 
NOESY (Nuclear Overhauser SpectroscopY) Relaciona núcleos 
que se encuentran 
próximos en el 
espacio pertenezcan 
o no al mismo anillo 
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Heteronuclear HSQC (Heteronuclear Single Quantum 
Coherence) 
Relaciona un protón 
y el núcleo de 
carbono al que esta 
enlazado 
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond 
Correlation) 
Relaciona un protón y 
un núcleo de carbono 
separados entre si 
por cuatro-cinco 
enlaces (pertenezcan 
o no al mismo anillo) 
Tabla 3. Resumen de abreviaturas de experimentos de 2D RMN y la información estructural extraída de 
dichos experimentos.  
Se resaltan en negrita las dos técnicas 2D empleadas en el presente trabajo. 
8.  VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL      
8.1. CONDICIONES DE MANIPULACIÓN 
La manipulación de líneas celulares y de las preparaciones virales se realizó en 
un laboratorio de seguridad biológica de nivel P 2-3, de acceso restringido a personal 
autorizado, en cabinas de seguridad, previamente esterilizadas por radiación 
ultravioleta, con flujo de aire vertical. 
Todo el material utilizado, pipetas Pasteur, pipetas graduadas, puntas, botellas y 
tubos, fueron previamente esterilizados en autoclave o adquiridos en condiciones de 
esterilidad 
El material de plástico utilizado fue esterilizado y desechado antes de su eliminación 
definitiva.      
8.2.  LÍNEAS CELULARES PARA POLIO, HERPES, VSV  
    Se han utilizado dos tipos de líneas celulares: 
 Células HeLa: Se utilizan en el ensayo de actividad antiviral y para el 
crecimiento de virus. 
 Células Vero: Se utilizan para la titulación del virus. 
    Las líneas celulares se cultivaron en medio esencial de Eagle (MEM) modificado por 
Dulbecco (DMEM). Los medios utilizados han sido esterilizados por filtración a través 
de membranas de 0’22mm de tamaño de poro, gaseándose posteriormente con CO2 
hasta alcanzar un pH de 7’5. Posteriormente se almacenaron a 4ºC hasta su 
utilización. En el momento de su uso, los medios se suplementaron con: 
 Glutamina: a una concentración de 200mM.(-20ºC). 
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 Aminoácidos no esenciales. 
 Antibióticos: Estreptomicina y Ampicilina 
 Gentamicina 
 Suero de ternera (ST): Preparamos DMEM con dos concentraciones  de ST 
 DMEM+ST 10% (DMEM-10%); para el mantenimiento y 
crecimiento de las células. 
 DMEM+ST 2% (DMEM-2%); para realizar la infección con el 
virus. 
En todos los experimentos en que se realizó un marcaje con metionina radiactiva se 
utiliza DMEM sin metionina suplementado con glutamina, antibióticos antimicóticos y 
gentamicina. 
Subcultivos celulares: Se hizo necesario cambiar el medio de las células, y trasladarlas 
a otras placas para que no mueran por falta de espacio físico o falta de nutrientes 
(capa monoconfluente). Este procedimiento también se utilizó para sembrar placas al 
realizar otros experimentos. 
    Material 
 Pipetas Pasteur 
 Placas P100 
 Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA). 
 Tripsina. 
     Método 
El procedimiento consistió en lavar las células con EDTA, para debilitar las 
uniones proteicas de las células con la placa y levantarlas posteriormente con tripsina, 
la cual, destruye totalmente las uniones proteicas y despega las células. 
    8.2.1.Conservación de líneas celulares 
     Material 
 Criotubos 
 Dimetilsulfóxido (DMSO). 
     Método 
La conservación de las líneas celulares, se llevó a cabo en tanques de 
nitrógeno líquido en presencia de un agente crioprotector, como el DMSO al 7% en 
medio DMEM con una concentración elevada de suero, 20%. El DMSO disminuyó el 
choque osmótico causante del daño celular durante el proceso de congelación. Este 
compuesto tiene la propiedad de difundir con gran rapidez dentro y fuera de las 
células. Las células congeladas se mantuvieron en criotubos. 
8.2.2. Descongelación de líneas celulares 
     Material 
 Pipetas Pasteur. 
 Medio DMEM con ST al 20%. 
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 Pipetas Pasteur. 
 Placas P100 o P60. 
 Medio DMEM ST 10%. 
     Método 
El proceso de descongelación se realizó lentamente para dañar lo menos 
posible las células. Éstas se diluyeron en un volumen de medio con suero, lentamente 
para evitar cambios bruscos de las condiciones osmóticas. Tras centrifugar a 2000 
rpm durante 5 minutos se sembraron en una placa favorecer su crecimiento. 
 
8.3.  PREPARACIONES VIRALES  
Los virus no VIH utilizados en el presente trabajo han sido: 
 Virus del Herpes simple tipo 1 (VHS-1) (virus ADN). 
 Virus de la Polio (virus ARN). 
 Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV) (virus ARN). 
8.3.1 Conservación de las preparaciones virales 
    Las preparaciones virales se conservaron en alícuotas de distintos volúmenes en un 
congelador (Sanyo ultra Low) a -70ºC. 
El stock de virus se mantuvo en criotubos introducidos en tanques de nitrógeno. 
8.3.2  Crecimiento de virus 
    Material 
 Placas 100. 
 DMEM-2% ST. 
 Tripsina. 
 EDTA. 
 Hielo y nieve carbónica. 
    Método 
    Para el crecimiento del virus se utilizan células HeLa crecidas en placas p96 
Éstas fueron infectadas a baja multiplicidad de infección, 0,1 unidades formadoras de 
placa (ufp), en medio DMEM-2% ST. Tras incubar a 37ºC durante una hora y media, 
periodo de adsorción del virus, se eliminó el medio y se añadió medio fresco. 
Pasado un periodo de 24 horas, para el virus de la polio y VSV y de 48 horas para el 
VHS-1, se procedió a recoger las células, tras haber comprobado microscópicamente 
que las células estaban infectadas y presentaban el efecto citopático (ECP). El 
volumen total se recogió en varios tubos que se sometieron a una centrifugación en un 
rotor Sorvall SS-34 a 4000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4ºC; éste 
proceso se realizo para sedimentar los restos celulares. El sobrenadante, que contiene 
el virus extracelular, se recogió en una botella que se mantuvo inmersa en hielo a una 
temperatura de 4ºC. El pellet se resuspendió en la décima parte del volumen inicial de 
 Acetona. 
 Tubos de ensayo con tapón. 
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cada tubo utilizando agua destilada. A continuación se procedió a congelar-
descongelar tres veces de forma muy rápida en nieve carbónica y acetona; éste 
proceso de congelación-descongelación provocó la rotura de las células y la salida del 
virus intracelular que pueda quedar en ellas. Las células rotas se sometieron a una 
nueva centrifugación en el mismo rotor a 2500 rpm durante 20 minutos a una 
temperatura de 4ºC. El sobrenadante se recogió en la misma botella que el virus 
extracelular. 
8.3.3 Valoración del título del virus 
     Material 
 Placas P60 
 Solución PBS-ST 0’5% 
 Agar 
     Método 
La valoración del título del virus se realizó mediante la determinación de 
unidades formadoras de placa (ufp), según el método estándar de la placa de lisis. 
Para ello se sembraron placas P60 con células Vero hasta confluencia. 
Posteriormente las monocapas confluentes se infectaron con 400 μl de diluciones 10-6, 
10-7 y 10-8 en PBS-ST 0’5% de agar-DMEM, suplementado con glutamina. Tras un 
periodo 48-72 horas se fijaron las células con formaldehído al 10%, retirándose 
posteriormente la capa de agar solidificado. Por último, se tiñó la monocapa con cristal 
violeta al 2% y formaldehído al 10%; tras varios lavados con agua se detectaron las 
placas de lisis, lugar donde cayeron una o varias partículas víricas que gracias al agar 
solidificado no pudieron extenderse libremente por la monocapa celular. A 
continuación, contamos el número de placas para estimar las ufp por unidad de 
volumen. 
8.4. ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL  
     Material 
 Limbros de 24 pocillos 
 Medio DMEM-10% ST 
 Medio DMEM-2% ST 
Método 
Los extractos y fracciones en estudio se ensayaron en un rango de 
concentraciones comprendido entre 0 y 500 μg/mL. 
La actividad antiviral se determinó mediante un test de protección de ECP. 
Para ello, se crecieron células HeLa en placas de 24 pocillos (L24) en medio DMEM-
10% ST. Cuando los pocillos llegaron a confluencia se eliminó el medio y se añadieron 
las distintas concentraciones del compuesto en estudio en 100 μL de DMEM-2% ST, 
 Medio DMEM doblemente concentrado 
(DMEM-2 X) 
 Formaldehído 
 Células Vero 
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dejando el primer pocillo como pocillo control. A continuación se infectaron las células 
a una multiplicidad de infección de 1 upf/célula para el VHS, y 0,5 upf/célula para el 
VSV y el Poliovirus, en 100 μL de DMEM-2% ST y se dejaron incubando a 37ºC, 
durante 24-48 horas, según el virus del cual se trate. Cuando toda la monocapa del 
pocillo control, sin compuesto, estuvo infectada se observó el ECP producido por el 
virus y la protección por el compuesto en estudio en los restantes pocillos. El ECP se 
valoró inicialmente mediante observación al microscopio tomándose como referencia 
el pocillo control, el cual no contiene el compuesto que se analiza, al que se le da el 
valor de 100% de ECP ó máximo ECP. Los demás pocillos se valoraron de acuerdo 
con la siguiente escala: 75% de células con ECP, 50% de células con ECP, 25% de 
las células con ECP, y 0% o no se observa ECP. Esto nos da una idea aproximada de 
la actividad del compuesto, pero no definitiva ya que es difícil valorar visualmente el % 
de recuperación de las células infectadas (de ahí que este dato no aparezca reflejado 
en las gráficas). 
    Posteriormente, se confirmaron estos datos midiendo la síntesis de proteínas 
durante una hora en las células que hayan sobrevivido a la infección, o que se hayan 
recuperado por la acción de nuestro compuesto en estudio, dato que nos va a indicar 
el % de viabilidad celular. 
    En todos los ensayos de actividad antiviral se utilizaron distintos compuestos con 
actividad antiviral conocida frente a cada uno de los virus escogidos, como controles 
positivos. 
8.5.  ENSAYO DE CITOTOXICIDAD  
     Material 
 Placas de de 24 pocillos 
 Medio DMEM-2% 
 Medio DMEM-10% 
      Método 
El ensayo de citotoxicidad se realizó simultáneamente en placas de 24 pocillos 
en los que realizamos el ensayo de actividad antiviral. 
El método que se emplea para el ensayo de citotoxicidad es el mismo que en el 
ensayo actividad antiviral, salvo que en este caso no inoculamos el virus, sino que 
únicamente se añade el compuesto en 200 μL de DMEM-2% ST, siguiendo la misma 
metodología a partir de este paso. 
Observamos al microscopio los pocillos en los que no hemos inoculado el virus. Se 
toma como referencia de 100% de % de viabilidad celular el pocillo control, sin 
compuesto y sin virus. Valoramos cualitativamente el resto de los pocillos, según la 
siguiente escala: 
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 No citotóxico: 100% de viabilidad celular. 
 Ligeramente citotóxico: 75% de viabilidad celular. 
 Citotóxico: 50% de viabilidad celular. 
 Muy citotóxico: 0% de viabilidad celular. 
Esta observación microscópica inicial nos permitió intuir la presencia o ausencia de 
citotoxicidad del compuesto. La cuantificación de esta observación microscópica inicial 
se realizó mediante la medida de síntesis de proteínas en 1 hora, lo que nos dio un 
dato más fiable del % de viabilidad celular. 
 
8.6 MEDIDA DE RADIACTIVIDAD EN PRODUCTOS BIOLÓGICOS 
     Material 
 Metionina-35s. 
 Medio DMEM sin metionina. 
 Ácido tricloroacético (TCA). 
 Etanol. 
 Solución de NaOH y dodecilsulfato sódico al 1% (SDS). 
 Líquido de centelleo. 
 Contador de radiación β LBK Wallac 1219 RackBeta. 
 
      Método 
     Para cuantificar el efecto protector del compuesto en estudio frente a la infección 
por virus, así como su toxicidad, medimos la síntesis de proteínas en una hora, 
marcando con metionina-35S. 
Para ello eliminamos el medio existente en los pocillos, para continuar lavando dos 
veces con medio DMEM sin metionina. A continuación se añadieron unos 200 μL de la 
solución de 35S-Met en DMEM sin metionina en cada pocillo, dejando en incubación 
durante una hora a 37ºC. 
Posteriormente eliminamos el medio y añadimos TCA al 5%; el TCA va a precipitar las 
macromoléculas, dejándolo actuar durante 5 min. Hecho esto procedimos a eliminar el 
TCA, y lavamos dos veces con etanol para eliminar los restos de aminoácidos 
marcados y ayudar a secar los pocillos. Finalizamos añadiendo 200μL de una solución 
de NaOH y SDS al 1% en cada pocillo, pasando el contenido del pocillo a un tubo de 
centelleo. Añadimos 2 mL de líquido de centelleo a cada tubo midiendo en un contador 






  Material y métodos 
 
 





8.7 . LÍNEAS CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVO EN VIH 
8.7.1. Medios de cultivo. 
    Los medios de cultivo que se utilizaron fueron RPMI 1640 y DMEM (Biowhitaker, 
Walkersville, MD). Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de 
suero bovino fetal (STF, Biowhitaker) y 20 mM de L-glutamina y antibióticos: penicilina 
(100U/ml) y 100 μg/mL de estreptomicina (Biowhitaker,) Todos los cultivos tanto de 
células primarias como de líneas celulares se incubaron a 37ºC en una atmósfera 
saturada de humedad y controlada con CO2 al 5% en aire. 
8.7.2. Cultivos celulares primarios y líneas celulares 
 MT-2  (Harada et al,1985) es una línea celular linfoblastoide, derivada de linfocitos 
CD4 transformados con el virus de la leucemia humana de células T tipo I (HTLV-I) 
obtenidas de American Type Culture Collection (ATTCC, Rockville, MD). Esta línea 
celular se cultivó a una densidad de 3·105/ml en medio RPMI1640 suplementado 
con 10% de BCS, 2mM de glutamina y antibióticos: penicilina (100U/mL) y 
estreptomicina (100 μg/mL). 
 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) o células mononucleares de sangre 
periférica). Se obtuvieron de “buffy coats” de donantes sanos mediante 
procedimientos estándar. Brevemente, se añaden 10 mL de ficoll en tubos de 50 
mL agregando 25 ml de sangre del “buffy coat” muy suavemente por las paredes 
del tubo. Centrifugamos 30 min. a 2000 rpm sin freno a 18-20ºC. Recogemos la 
zona del anillo con una pipeta muy suavemente y lisamos los eritrocitos durante no 
más de 10 minutos. Posteriormente, lavamos dos veces con PBS 1x, 
centrifugando 10 min a 1200 rpm a 18-20ºC. Contamos las células y realizamos 
los lavados necesarios hasta eliminar las plaquetas. Se cultivan en el mismo 
medio que las MT-2. 
 RAJI es una línea celular de linfoblastos B, donada por el Dr. Toraño del Centro 
Nacional de Microbiología del ISCIII. RAJI DC-SIGN es una línea celular obtenida 
a partir de células RAJI que expresan establemente el receptor DC-SIGN y fue 
donada por el Dr. Arenzana-Seisdedos del Instituto Pasteur. Estas dos líneas 
celulares se cultivan en medio RPMI completo. El medio de cultivo se renueva 
cada dos días, y se crecen a una densidad de 5.105/mL. 
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 293T es una línea celular embrionaria de riñón que expresan el antígeno T de SV-
40. Las células 293T se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de 
BCS y 2mM de glutamina y antibióticos: penicilina (100U/mL) y estreptomicina 
(100 μg/mL).  
8.8  STOCKS VIRALES Y PLÁSMIDOS EN VIH.  
 El plásmido pNL4-3 (Adachi et al., 1986) es un clon recombinante de las cepas 
NY5 (5´) y LAV (3´) que contiene el genoma completo del VIH-1 y genera una 
progenie infecciosa tras su infección en numerosas líneas celulares y también en 
linfocitos CD4+. 
 El vector pNL4-3Ren  (García et al., 2007) se generó sustituyendo el gen nef del 
plásmido pNL4-3 por el gen de la luciferasa Renilla en las posiciones Not I (8797, 
introducida por mutagénesis dirigida) y Xho I (8887). 
 Los sobrenadantes infecciosos se obtuvieron a partir de la transfección de células 
293T con el plásmido pNL4-3Ren mediante el método del fosfato cálcico. El 
sobrenadante que contiene el virus se recoge dos días después, y se preserva a -
80ºC hasta su utilización en los ensayos de evaluación de la actividad antiviral de 
los compuestos.  
8.9.ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL EN VIH 
    La evaluación de la actividad anti-HIV de los diferentes extractos se realizó 
mediante tres métodos: 
Todos los parámetros fueron calculados con el programa de estadística Graph-Pad. 
8.9.1. Inhibición de la Infección en Trans mediada por células Raji DC-SIGN. 
    Los experimentos se realizan por triplicado. Los controles usados en el experimento 
son: control sin virus (control negativo); células RAJI (5 x 105 por criotubo en 100 µL de 
medio RPMI, control negativo o background) que no expresan el receptor DC-SIGN; 
manano (control positivo) que bloquea la unión de DC-SIGN al virus; PBS (control 
negativo). Las preincubaciones e infecciones se realizaron en agitación a temperatura 
ambiente. Las células Raji DC-SIGN (5 x 105 por criotubo en 90 µL de medio RPMI) se 
preincubaron durante 1 hora con los compuestos en estudio (concentración final de 
100, 10 o 1 µg/mL), manano (concentración final de 100 µg/mL) o PBS 1x. Después, el 
preincubado se infecta con una concentración de virus de 150 ng de proteína gag-p24 
(100.000 RLUs/pocillo) de los virus JR Renilla (tropismo R5) o NL4.3 Renilla (tropismo 
X4) durante 2 horas. Posteriormente, los criotubos se lavan con PBS (4 x 1mL), las 
células se resuspenden en 500 µL de medio RPMI fresco y se transfieren a una placa 
de 96 pocillos de fondo redondo (100 µl por pocillo) y se co-cultivan con los PBLs 
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autólogos (2.5 x 105 por pocillo en 100 µL de medio RPMI) a 37C. Para evaluar el 
bloqueo de la transferencia de virus mediada por las células RAJI DC-SIGN, las 
células se lisan después de 48 horas y se mide la actividad luciferasa con el kit Renilla 
Luciferase Assay (Promega) utilizando un luminómetro para microplatos de 96 pocillos 
(Orion, Berthold, Oak Ridge, TN). 
 
8.9.2. Ensayo de Neutralización 
    La neutralización se realiza preincubando a 37ºC durante una hora los 
sobrenadantes infecciosos de NL4.3 Renilla con las concentraciones activas de los 
compuestos y los controles. Después de una hora de incubación se utiliza una dilución 
de este sobrenadante (100.000 RLUs/pocillo) para infectar células MT-2 durante 48 
horas. Los experimentos se realizan por triplicado en microplatos de 96 pocillos de 
fondo redondo y se utiliza PBS o RPMI como controles negativos. En resumen, se 
preincuban los compuestos a ensayar (20 µL de una disolución madre de 200 μg/mL) 
y el virus NL 4.3-Ren (20 µL o 120 ng p24). Posteriormente, con 10 µl de está 
incubación, es decir 30 ng, se infecta un pocillo con células (en 190 µl) durante una 
hora a 37ºC. Después, 10 µL de este sobrenadante neutralizado se utiliza para infectar 
células MT-2 (1 x 105 por pocillo en un volumen de 190 µL), diluyéndose la 
concentración de los compuestos 20 veces hasta una concentración final de 5 μg/mL 
Controles: Se infectan células MT-2 (1 x 105) con el mismo sobrenadante viral sin 
neutralizar. A las 48 horas se evalúa la replicación del virus midiendo la actividad 
luciferasa de los lisados celulares con el kit de Renilla Luciferase Assay (Promega) 
utilizando un luminómetro para microplatos de 96 pocillos (Orion, Berthold, Oak Ridge, 
TN). 
8.9.3. Ensayo de viabilidad celular en células RAJI DC-SIGN y en Neutralización 
    Para el ensayo de viabilidad celular se empleó el kit CellTiter-Glo® Luminiscent cell 
viability assay (Promega) que mide la actividad mitocondrial. El ensayo de viabilidad se 
realiza mediante un protocolo exactamente igual al utilizado para la evaluación de la 
infección mediada por DC-SIGN. Para la neutralización, los compuestos son 
evaluados a las concentraciones presentes en el proceso de neutralización para 
evaluar un potencial efecto tóxico a nivel celular. A las 48 horas se mide la actividad 
luciferasa siguiendo las instrucciones del fabricante del kit CellTiter-Glo®, que 
cuantifica la cantidad de ATP (que esta directamente relacionada con la presencia de 
células metabólicamente activas) midiendo la actividad luciferasa del lisado en un 
luminómetro para microplatos de 96 pocillos (Orion, Berthold, Oak Ridge, TN). 
 
 
  Material y métodos 
 
 






9. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA 
9.1. CONDICIONES DE MANIPULACIÓN 
    Para determinar la inhibición en la liberación de mediadores de la inflamación y la 
citotoxicidad producida por las muestras se utilizaron macrófagos intraperitoneales de 
ratón que hubo que extraer y cultivar previamente. 
9.1.1 Extracción de macrófagos 
    Material 
- Ratones macho, de cepa ICR de 8 a 12 semanas de edad, de 25g de peso, en 
estabulario, en grupos de 10-15 animales por jaula con comida y agua. 
- Cámara de Neubauer, contador celular. 
- Micropipetas y puntas correspondientes y tubos Falcon 
- Cámara de flujo laminar  
- Incubadora a 37ºC y 5% de CO2 
- Placas de 96 o 24 pocillos 
- Medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con FBS (Gibco) al 10%.  
- PBS (Cl2Ca  y Cl2Mg)          
Método 
    Se inyectó intraperitonealmente  a los ratones tioglicolato, sustancia que promueve 
la proliferación de macrófagos. Tres días después, se procedió a la extracción de los 
macrófagos, tiempo en el cual se ha producido la proliferación mas optima de los 
mismos. Para llevar a cabo la extracción, se anestesió a los animales en una cuba con 
un algodón embebido en éter etílico. 
Seguidamente, se procedió al guillotinado de los animales (muerte y desangrado). El 
objetivo de desangrar al individuo lo máximo posible, es para evitar que la 
contaminación con glóbulos rojos pueda interferir en el contage de macrófagos. A 
continuación, se colocó al ratón en postura de cubito supino, se abrió un ojal en la piel 
del abdomen y se inyectaron 5mL de PBS, para posteriormente realizar un ligero 
masaje de la cavidad peritoneal. Ayudándonos de una pinzas, hicimos un pellizco en la 
piel con cuidado de no pinzar también el peritoneo y haciendo un pequeño corte, 
tiramos de la piel dejando el peritoneo al descubierto, para finalmente, cortar el trozo 
de piel ya levantada. 
Posteriormente, realizamos una incisión en el peritoneo y con una pipeta Pasteur 
esterilizada  recogimos el líquido intraperitoneal que se mantuvo a 4ºC (en hielo 
picado).  
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Se midió la cantidad de líquido extraído, y se realizó un recuento celular en la cámara 
de Neubauer para determinar un promedio en el número de macrófagos por mL 
extraídos. 
Se centrífugo la solución buffer extraída del peritoneo a 1000rpm durante 10min a 4ºC 
para provocar la precipitación de los macrófagos y se procedió al cultivo de los 
mismos. 
9.1.2.  Cultivo de macrófagos 
    Se eliminó por decantación el sobrenadante obtenido tras la centrifugación del PBS 
que contenía los macrófagos y se resuspendieron las células en el medio de cultivo 
DMEM previamente suplementado con antibiótico y suero fetal bovino al 10%, 
obteniendo una concentración de un millón de células por mL.  A continuación, se 
distribuyó el medio de cultivo que contiene los macrófagos en placas de 96 o 24 
pocillos a la concentración especificada para cada ensayo y se incubaron a 37ºC , una 
atmósfera de 5% de CO2 , durante 24h. 
9.2. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD  
    La citotoxicidad de los compuestos que tenemos que ensayar lo determinamos 
mediante el parámetro de respiración celular, para ello utilizamos el método de 
microcultivo MTT o  ensayo de viabilidad celular MTT, modificado por Mosmann 
(1983). Éste método se basa en la ruptura de la sal de tetrazolium (Bromuro de 3-(4,5 
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT)) soluble dando lugar a un producto 
coloreado azul llamado formazan que es insoluble, y es medido 
espectrofotométricamente, este proceso es mediado por la enzima mitocondrial 
succinato-deshidrogenasa que forma parte de la cadena respiratoria. Ésta conversión 
sólo se realiza en células metabólicamente activas, generando equivalentes reducidos 
como NADH y NADPH, la actividad enzimática y la cantidad de formazan producido es 
proporcional al número de células presentes en la muestra. La reducción en la 
cantidad de células por un agente citotóxico, puede ser generalmente explicado por u 
la muerte y/o inhibición de la proliferación de células. 
Se utiliza para determinar proliferación celular, medir la respuesta a los factores de 
crecimiento y citokinas, así como para la cuantificación de efectos antiproliferativos y 
citotóxico mediados por el factor de necrosis tumoral. En estudios de cáncer se utiliza 
para la cuantificación “in vitro” de células tumorales  aplicados al screening de 
compuestos anticancerígenos y terapia de fotorradiación. Para obtener resultados 
eficientes se recomienda trabajar con 100.000cels por pocillo y las absorbancias se 
deben encontrar en el rango de 0,75 a 1,25 y los ensayos deben realizarse por 
triplicado. 
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*Ver cultivo de macrófagos 
 
     Material 
 PBS 
 Medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con FBS (Gibco) al 10%.             
 Antibiótico Estreptomicina-penicilina 
 Suero fetal bovino (FBS) 
 Placa de 96 pocillos 
 MTT (Sigma ) 
 DMSO (Sigma ) o agua destilada  
 Lector de placas DIGISCAN  Micro Reader 340. 
     Método 
    Se sacaron las placas de 96 pocillos de la estufa donde habían permanecido los 
macrófagos durante 24h en cultivo* y se añadieron distintas concentraciones de la 
muestra a probar, se cultivaron las células junto con las muestras problema a las 
concentraciones escogidas que son  6,25, 12,5, 25, 50, 100 y 200g/mL., dejando uno 
de los pocillos como control positivo (solo células) y otro como control negativo (solo 
medio), se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante 4 horas. Tras este periodo, se 
añadió MTT (concentración final de 0,5 mg/mL), incubando a 37ºC y 5% CO2 durante 4 
horas más. A continuación, se retiró el medio y se añadieron 100g de DMSO, para 
solubilizar las sales de formazan (insolubles en solución acuosa) y 10min en 
oscuridad. Tras agitar unos minutos se procedió a  su lectura a 540nm en un 
espectrofotómetro DIGISCAN  Micro Reader 340.  
Existe una relación lineal entre la actividad celular y la absorbancia. 
Se calculó el porcentaje de inhibición de acuerdo a la relación de absorbancias entre el 
control y las muestras.  
9.3  ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA 
    En nuestro caso hemos utilizado modelos de actividad antiinflamatoria “in vitro”, 
centrándonos en la cuantificación de mediadores de la inflamación. 
Una vez que hemos obtenido los cultivos de macrófagos los vamos a estimular con la 
producción de determinados mediadores de la inflamación y comprobar si los extractos 
a probar son capaces o no de inhibir la liberación de eicosanoides por las células. 
De entre la multitud de mediadores hemos escogido para el estudio por su relevancia 
fisiológica, 
 Óxido nítrico (NO) 
 Factor de necrosis tumoral  (TNF-) 
     Material 
 SBF 
 Micropipetas de 1000l y de  
     Método 
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    Los extractos y las fracciones se ensayan en un rango de concentraciones no 
tóxica, es decir que en el ensayo de citotoxicidad anteriormente realizado resultan no 
toxicas. 
     Una vez que ya hemos cultivado los macrófagos en las placas de 24 pocillos, y los 
pocillos ya han llegado a confluencia, los sacamos de la estufa y en campana 
eliminamos el medio y  añadimos las distintas concentraciones del compuesto en 
estudio en 500 l de medio RPMI junto con LPS, a una concentración de 0,25 
g/pocillo dejando cuatro pocillos como controles, un control positivo donde no hay 
muestra problema pero si macrófagos con LPS y un control negativo donde se 
encuentran los macrófagos sin LPS. Además también tenemos que poner sustancias 
de referencia o patrones a distintas concentraciones, en nuestro caso Aminoguanidina 
y Dexametasona para el ensayo de NO y TNF respectivamente . Se dejó incubando 
a 37ºC durante 18 horas. Tras éste periodo de incubación se procedió a recoger el 
sobrenadante de los pocillos y se centrífugo a 3000rpm durante 10’ para precipitar los 
posibles restos celulares del sobrenadante. Éstos se conservaron a –80ºC hasta el 
momento de su uso para la determinación de TNF, NO. 
9.3.1. Test de NO 
 
    Material.  
 NaNO2, 5000M. 
 Reactivo de Gries al 50%  (Gries 1=Sulfonilamida 2% en H3PO4 10% +  Gries 2 = 
N-(1-Naftil)-etilendiamida 0,2% en agua. 
 Espectrofotómetro DIGISCAN Micro Reader 340. 
 Micropipetas multicanal. 
    Método 
Se preparó una curva estándar de Na NO2  a partir de una disolución  5000 M,  a las 
concentraciones de 200, 100, 50, 25, 10, y 5 M. 
En una placa de 96 pocillos añadimos 100l de cada uno de los sobrenadantes, a 
continuación añadimos 100 l de reactivo de Gries previamente preparado, ya que se 
trata de dos disoluciones al 50%. Se dejó 10min en oscuridad. Tras agitar unos 
minutos se procedió a  su lectura a 540 nm, en un espectrofotómetro  
9.3.2. Test de TNF 
Material 
 Anticuerpo de captura (250X), 0,5mL. 
 Ac de detección (250X), 0,5mL. 
 Standard: solución de TNF standard para curva de caibración ( conservado en 
nevera a –80º). 
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 Elisa coating buffer powder: Polvo para recubrir/tapizar pocillos. Se debe 
reconstituir con 1L de agua desionizada y filtrar (0,22M). 
 Diluyente para ensayo: (5X concentrado), 150M. 
 Enzima de detección pretritated avidin-HRP. 
 Solución sustrato: TMB (100mL) tetrametilbencidine. 
 Tampón de lavado: PBS (1X)+Tween 20 (0,05%). 
 Solución stop: 1M H3PO4 o 2N H2SO4. 
 Placas de 96 pocillos. 
 Papel aluminio y parafilm. 
 Espectrofotómetro DIGISCAN Micro Reader 340. 
 Pipetas multicanal. 
     Método 
    Se prepara la solución tampón de recubrimiento y se añade a la placa de 96 pocillos 
100L + el anticuerpo de tapizado, cubrimos con parafilm y se deja toda la noche en 
nevera a 4ºC. 
Aspiramos y lavamos 5 veces con PBS previamente preparado. Para cubrir los huecos 
que no han quedado tapizados añadimos un diluyente que previamente hay que diluir 
pues esta concentrado 5X. Y 1h a temperatura ambiente. 
Hacemos la curva patrón el rango standard de la curva es de 1000-8pg/mL. Partimos 
de 1000pg/mL y vamos haciendo diluciones seriadas. 
Añadir 100L de la muestra, cubrimos y precintamos la placa e incubamos toda la 
noche a 4ºC. 
De nuevo aspiramos y lavamos 5 veces con tampón preparado previamente. 
Añadimos 100L de Ac de detección previamente preparado. Y una hora cubierto con 
papel aluminio a temperatura ambiente. 
Aspiramos de nuevo y lavamos con buffer 5 veces. 
Añadimos 100L del enzima Avidin-HRP, que preparamos previamente, cubrimos con 
papel aluminio y 30min en oscuridad a temperatura ambiente. 
Aspiramos y lavamos 7 veces, manteniendo el buffer en cada lavado unos 2 min.  
Añadimos el sustrato 100L y vemos como al añadirlo, la placa se va coloreando de 
un color mas o menos azul y dejamos unos 15min. Ahora añadimos 50L de solución 
stop, que hay que preparar previamente.  
El color que aparece es el generado por el sustrato unido al enzima y que es 
proporcional a la cantidad de TNF. Leemos a 450nm. 
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Material Vegetal           
 
1. Identificación micrográfica de las especies 
Al tratarse de una droga pulverizada, se procedió a realizar ensayos botánicos 
microscópicos y no ensayos de identificación histológicos.  
1.1 Satureja boliviana 
En el examen micrográfico realizado sobre la sumidad florida de Satureja boliviana se 
observan: 
Elementos celulares:  
Como elementos celulares de tipo celulósico hemos observado: 
- epidermis con las paredes celulares finas, de contorno sinuoso, además se aprecian 
los estomas (1), con las células anejas que delimitan el ostiolo de forma reniforme 
propia de las dicotiledóneas y diacíticos pues estas células accesorias presentan su 
pared común perpendicular al eje central de la apertura estomáquica. Son 












- abundantes pelos o tricomas,  lisos, típicos en drogas que corresponden a la parte 
aérea de la planta, son pelos tanto tectores como glandulosos, los tectores son 
unicelulares con forma acicular y pluricelulares, formados por dos, tres y cuatro células 
en filas, no ramificados. La pared es rugosa en los más viejos y en algunos se observa 
la penúltima célula algo reabsorbida (1). Los pelos glandulosos son de pie unicelular y 
las glándulas de esencia son pluricelulares, formadas por unas ocho células. El 
contenido es amarillento, correspondiente con el aceite esencial son características en 
las hojas de labiadas. 
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En cuanto a elementos celulares lignificados, para lo cual teñimos con floroglucina 
clorhídrica observamos vasos estrechos (protoxilema) y enteros pertenecientes a 
hojas y tallos, espiralados es decir con la pared secundaria en forma de espiral y 
también anillados. 
Respecto a contenidos celulares no se observó almidón que es propio de los órganos 
de reserva como raíces y ausente en hojas y tallos. 
No se observó tampoco gotas de grasa, reserva energética propio de semillas y 
frutos..  
 
Granos de polen redondos tricolpados (→), es decir 
con tres poros germinativos, y con la exina verrugosa o 
tal vez equinulada. 
 
 
1.2 Phoradendron crassifolium 
En el examen micrográfico realizado sobre la sumidad florida de Phoradendron 
crassifolium, destacan: 
 
Elementos celulares: Como elementos 
celulares celulósicos se ha observado 
epidermis formada por grandes células 
poligonales cubiertas de gruesa cutícula 
y estomas, propio de hojas. 
Los estomas paracíticos(1), pues las dos 
células accesorias tienen su pared 
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En cuanto a elementos celulares lignificados se han 
observado vasos anillados y espiralados(1) de 
pequeño calibre y mas o menos lignificados, propio 
de órganos poco desarrollados como son las hojas. 
Se han observado como elementos de resistencia 
células pétreas o esclereidas poliédricas (2) con los 
vértices muy marcados y agrupadas, con su 
contenido celular muy reducido debido a la pared 
muy engrosada en lignina, que proporcionan rigidez 
como tejido de sostén de la planta. 
 
  
Respecto a contenidos celulares no se 
observa almidón mas propio de raíces, 
pero si cristales de oxalato cálcico, que 
son residuos metabólicos almacenados 
por la planta, en este caso se observan 
restos de parénquima con  drusas (1), que 
son maclas en forma de roseta y que se 
localizan principalmente en las hojas. 
No se observan sustancias oleosas de 
reserva propias de semillas y frutos, ni 
aceites esenciales. Granos de polen tricolpados, de pared lisa. 
1.3. Tuberaria lignosa 
En el examen micrográfico realizado sobre la sumidad florida de Tuberaria lignosa se 
observan: 
Elementos celulares: Respecto a elementos 
celulares celulósicos: 
- epidermis con las paredes celulares finas, 
recubiertas de cutina y poligonales, además se 
aprecian los estomas(1), con las células anejas 
que delimitan el ostiolo de forma reniforme 
propia de las hojas en dicotiledóneas. 
Se observan abundantes tricomas,  de cutina 
lisa, son pelos tectores, unicelulares con forma tubular o acicular, de tamaños 
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que cubren la parte basal el tallo y la superficie de las hojas. También se observan 
pelos pluricelulares,  aquí cabe diferenciar entre los que presentan sus células en filas 
de 2-4 células, y los que son ramificados, ya que estos últimos, son elementos 
diferenciadores y patognomónicos de la especie T.lignosa como ya mencionamos en 
la descripción botánica dada por Flora ibérica. Se trata de dos tipos de pelos,  
estrellados (1), que revisten el envés de las hojas y pelos escamosos de perfil 
estrellado (2) que tapizan el haz de las hojas.    
 
 
En cuanto a elementos celulares lignificados, observamos vasos estrechos 
(protoxilema) y enteros procedentes de hoja y tallo, espiralados y anillados. 
Al ser esta droga parte aérea y por tanto no considerado como órgano de reserva no 
se observó almidón al teñir con agua de yodo. No se 
observó tampoco sustancias oleosas de reserva 
energética propio de semillas y frutos, ni tampoco aceites 
esenciales.  
Granos de polen redondos y aparentemente 
monocolpados (1), con la exina mas o menos lisa. 
2. Rendimiento de los extractos 
Los rendimientos que se obtuvieron para cada una de las especies vegetales objeto de 
estudio se muestran en la tabla 1 y se expresa en %(p/p), porcentaje de peso del 





acuoso, A (%) 
Rendimientos extracto 
etanólico, B (%) 
Satureja boliviana 24,2 12,1 
Phoradendron crassifolium 30,9 4,1 
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3. Actividad antiviral de los extractos 
En principio, la elección de los extractos y del  proceso de fraccionamiento queda 
ligado a los resultados de actividad que nos proporcionan los ensayos antivirales. 
Tras realizar un primer fraccionamiento según se describe en material y métodos (pag. 
151, preparación de los extractos), se procedió a valorar la actividad antivíral tanto del 
extracto acuoso como del etanólico. 
 
3.1. Actividad antiviral de los extractos etanólicos 
Respecto a los extractos etanólicos, ninguno de ellos resultó ser activo frente a 
nuestra batería de virus, siendo además tóxico en el rango de concentraciones 
ensayado. Por tanto la actividad antiviral reside únicamente en los extractos acuosos. 
 
3.2. Actividad antiviral de los extractos acuosos 
3.2.1 Actividad antiviral sobre VHS (DNA virus): 
La actividad antiviral se determinó mediante el test de protección de ECP sobre células 
HeLa. Como control positivo para la realización de los ensayos de actividad antiviral se 




Figura 64. Actividad anti-VHS de -Carragenina (control positivo) 
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El extracto acuoso de Phoradendron crassifolium, fue efectivo contra VHS en un rango 
de concentraciones que va desde 125 a 500 g/mL recuperando hasta un 70% de las 
células infectadas, y con un valor de IC50: 48,09M 
Figura 65. Actividad anti-VHS y citotoxicidad de diferentes concentraciones del extracto acuoso 
de Phoradendron cressifolium. Ensayo ECP en células HeLa infectadas y no infectadas 
 
Figura 66. Actividad anti-VHS  y citotóxicidad de diferentes concentraciones del extracto acuoso 




El extracto acuoso de Satureja boliviana presentó mejores resultados con una 
actividad antiviral en un rango de 10 a 50 g/mL  y un IC50 15µM, aunque algo mas 
tóxico que el extracto anterior. Llega a recuperar mas del 80% de las células 
infectadas a 25 g/mL. 
 
3.2.2 Actividad antiviral sobre VSV (RNA virus): La actividad antiviral se determinó 
mediante el test de protección de ECP sobre células HeLa. Como control positivo para 
la realización de los ensayos de actividad antiviral se ha utilizado el extracto etanólico 
phoradendron crassifolium
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de chirantodendron pentadactylon (Sterculaceae) CP2, con actividad sobradamente 
demostrada contra VSV (Abad et al., 1997).  
 
Figura 67. Actividad anti-VHS de chirantodendron pentadactylon (control positivo) 
 
El extracto acuosos de Satureja boliviana presentó un clara actividad antiviral frente a 
VSV, en un rango de concentraciones que va desde 50 a 250g/mL. Se observa una 
ligera toxicidad, pero recupera mas del 60% de las células infectadas, IC50: 18,49M 
Figura 68.  Actividad anti-VSV y citotóxicidad de diferentes concentraciones del extracto 
acuoso de Satureja boliviana. Ensayo ECP en células HeLa infectadas y no infectadas 
con el virus de la estomatitis vesicular 
    
El extracto acuoso de Phoradendron crassifolium, no presenta actividad antiviral frente 











































VSV - 100 100 100 100 100 100
VSV + 2,42 5,85 24,68 38,48 63,87 75,46
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3.2.3 Actividad antiviral frente al virus de la polio: La actividad antiviral se determinó 
mediante el test de protección de ECP sobre células HeLa. Como control positivo para 
los ensayos de actividad antiviral se ha utilizado el flavonoide, Ro-090179. 
  Figura 69. Actividad anti-VHS de R-090179 (control positivo) 
 
A una concentración que va desde 1 a 5g/mL, el flavonoide Ro-090179, inhibe la 
replicación del poliovirus en un 100%. No obstante, ninguno de los extractos obtenidos 
de P. crassifolium ni S. boliviana, presenta actividad contra el virus de la polio. 
3.2.3 Actividad antiviral frente a VIH: 
Para la valoración de la actividad antiVIH y de la capacidad citotóxica se calculó el 
porcentaje de viabilidad celular mediante el ensayo MTT en células MT-2. Como 
control positivo se emplearon los antirretrovirales, Zidovudina (AZT), y Nelfinavir. 
El extracto acuosos de Tuberaria lignosa presentó un clara actividad antiviral frente a 
VIH, en un rango de concentraciones que va desde 20 a 50g/mL. Se observa una 
ligera toxicidad, pero recupera mas del 60% de las células infectadas, IC50: 37,15M 
Figura 70.  Actividad antiVIH  y citotóxicidad. de diferentes concentraciones del extracto acuoso de 











































Polio - 100 88,26 87,19 100 100 86,87
Polio+ 0,8 0,37 0,45 71,08 87,25 75,02
0 0,25 0,5 1,25 2,5 5
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El extracto etanólico de Tuberaria lignosa presentó actividad antiviral frente a VIH 
aunque en menor medida que el extracto acuoso, el rango de actividad se sitúa en 
torno a concentraciones que van desde 25 a casi 100g/mL. No se observa casi 
toxicidad, y se  recuperan mas del 60% de las células infectadas, IC50: 34,19M 
 
 

















Figura 71 . Actividad anti-VIH y citotóxicidad. de diferentes concentraciones del extracto 
etanólico de Tuberaria lignosa Ensayo MTT en células MT-2 infectadas y no infectadas 
con la cepa de VIH NL4.3 
 
4. Fraccionamiento de los extractos acuosos      
Los liofilizados acuosos activos, SBA, PCA y TBA se sometieron a un proceso de 
extracción con alcohol de 70º, obteniendo dos fracciones: una fracción soluble y una 
fracción precipitada. Los resultados de este proceso aparecen reseñados en el cuadro 






Rendimientos extracto  
soluble en etanol 70º (%) 
 
Rendimientos extracto 
insoluble en etanol 70º (%) 
Satureja boliviana SBA0: 15,7   SBA1: 84,3 
Phoradendron crassifolium                   PCA0: 40 PCA1: 60 
Tuberaria lignosa TLA0: 71,3 TLA1: 29,7 
 
En vista de los resultados de actividad obtenidos en el primer ensayo y para hacer el 
seguimiento de la actividad antiviral, se ensayan los extractos de Phoradendron 
crassifolium en VHS, de Satureja boliviana en VSV y de Tuberaria lignosa en VIH. 
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Figura 72. Actividad anti-VHS y capacidad citotóxica de la fracción soluble en etanol 70º 
de p. crassifolium 
La fracción de Phoradendron crassifolium soluble en etanol 70º prácticamente no 
presenta actividad antiviral en el rango de concentraciones ensayado y en  lo que 
respecta a la citotoxicidad  es ligeramente mas citotóxico que el extracto acuoso, a  
concentraciones de 25µg/mL con un 80 % viabilidad, manteniéndose esa viabilidad 
hasta concentraciones de 150µg/mL donde cae hasta el 60%. 
Figura 73. Actividad anti-VHS y capacidad citotóxica de la fracción insoluble en etanol 
70º de p. crassifolium 
La fracción precipitada de p. crassifolium en etanol 70º, presenta una clara actividad 
antiviral frente al VHS-1, a partir de 125 g/mL, IC50:148M llegando a recuperar 
hasta un 75% de las células infectadas sin toxicidad en todo el rango de 
concentraciones ensayado. 
 
Figura 74 Actividad anti-VSV y  capacidad citotóxica de la fracción soluble en etanol 70º 
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Observamos como la fracción de s. boliviana soluble en etanol 70º, es activa frente a 
VSV, en el rango de concentraciones establecido desde 10 hasta 130 g/mL 
aproximadamente, llegando a recuperar hasta un 60% de células infectadas. IC50: 
49,65M 
 
Figura 75. Actividad antiVSV y capacidad citotóxica de la fracción insoluble en 
etanol  70º     de s. boliviana 
 
Sin embargo, la fracción que precipita en alcohol 70º resulta ser mucho mas activa 
frente a VSV en todo el rango de concentración establecido desde 5 a 125 g/mL, 
llegando a recuperar un 98% de células infectadas. IC50: 9,6M 
En cuanto a la valoración de la actividad anti-VIH de Tuberaria lignosa podemos decir 
los dos extractos presentan una actividad antiviral similar en el intervalo de 
concentraciones estudiado,  aunque cabe destacar que la fracción soluble en etanol 
70º con un IC50: 31,50 M, describe cierta toxicidad en  60,15 g/mL,  mientras que 
para la fracción insoluble no se detecta a 100 g/mL, valor máximo analizado, y cuyo 
valor de IC50 es 40,33 M 
Figuras 76 y 77. Actividad anti-VIH y capacidad citotóxica de la fracción soluble e insoluble en 
etanol 70º de T. lignosa, mediante ensayo MTT en células MT2 infectadas o no con la cepa 
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5. Estudio fitoquímico previo 
Se realizaron una serie de ensayos previos con el fin de tener una primera visión de la 
composición de los extractos y naturaleza de la muestra. 
 
5.1 Determinación de Carbohidratos Totales por el método del Fenol sulfúrico 













100uL 12,65 100uL 0,126  




100uL 17,07 100uL 0,17  
0,165 300uL 55,27 300uL 0,16 
Tuberaria lignosa 
TLA 
100uL 13,94 100uL 0,139  















100uL 28,8 100uL 0,288  
0,261 




100uL 32,92 100uL 0,32  
0,313 
300uL 107,1 300uL 0,306 
Tuberaria lignosa 
TLA1 
100uL 19,5 100uL 0,195  
0,207 
300uL 76,49 300uL 0,22 
 
5.2 Determinación de proteínas por el método de Lowry 












10uL 0 10uL 0  
0,29 
50uL 14,8 50uL 0,29 
Phoradendron 10uL 0 10uL 0  
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50uL 15,45 50uL 0,309 0,309 
Tuberaria lignosa 
TLA 
10uL 0 10uL 0  
0,5 
50uL 28,65 50uL 0,5 
 
 











10uL 0 10uL 0  
0,08 




10uL 0 10uL 0  
0,038 
50uL 1,93 50uL 0,038 
Tuberaria lignosa 
TLA1 
10uL 0 10uL 0  
0,14 
50uL 7,4 50uL 0,14 
 
Según vemos en los análisis de proteínas podemos observar como si bien en la 
infusión donde suponemos se ha perdido algo de proteínas todavía aparecen, en el 
proceso de extracción con etanol disminuyen notablemente. 
 
5.3 Determinación de ácidos urónicos por el método de Carbazol.  












150uL 0,6262 150uL 0,0041  
0,0058 




150uL 1,838 150uL 0,01225  
0,01232 
600uL 7,495 600uL 0,0124 
Tuberaria lignosa 
TLA 
150uL 1,646 150uL 0,010  
0,0094 
600uL 5,29 600uL 0,0088 
 
 











150uL 1,1818 150uL 0,00788  
0,0107 
600uL 8,20 600uL 0,0136 
Phoradendron 150uL 2,343 150uL 0,01874  
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600uL 10,475 600uL 0,01745 0,01809 
Tuberaria lignosa 
TLA1 
150uL 1,96 150uL 0,013  
0,0115 
600uL 6,051 600uL 0,010 
 
De los tres ensayos deducimos que en el rendimiento del proceso se consigue una 
mayor cantidad de azúcares. 
 A la vista de los resultados podemos decir que estamos en el camino de conseguir el 
aislamiento de azúcares y que el resto de material lo vamos eliminando.  
 
6.- Cromatografía en capa fina  
La cromatografía en capa fina nos ha dado una idea sobre la composición en azúcares 
que formaban parte de los extractos. El comportamiento de las fracciones en las 
distintas pruebas cromatográficas nos ha ayudado a fijar los solventes y las 
condiciones idóneas para obtener un mejor fraccionamiento y análisis de las mismas. 
Hidrolizamos con trifluoroacético 2M a 120º durante 1,30 min y 3 h, los extractos 
SBA1, PCA1 y TLA1. Después de probar con distintos solventes, fases móviles y 
reveladores para optimizar el resultado, nos quedamos con los siguientes ensayos 
obteniendo para las tres muestras resultados similares, aunque ligeramente distintos 
en la cantidad de los monosacáridos, ya que en las muestras SBA1 se aprecia como 
azúcar principal la glucosa  y quizás mayor proporción de ácido galacturónico, que en 
las muestras TLA1 y PCA1 donde la arabinosa parece ser el azúcar principal, y parece 
que se aprecia menor proporción de ácido galacturónico.  
 
 Cromatofolios AL TLC  de sílica–gel 60, cuya fase móvil estaba compuesta por: 
acetato de etilo: acético: metanol: agua  (18:4,5:4,5:3). Se procedió a revelar con 
timol sulfúrico, y se utilizaron como patrones de azúcares los mas comunes: 
Glucosa, sacarosa, celobiosa, trehalosa, galactosa, manosa, arabinosa, maltosa, 
sacarosa, xilosa, ramnosa, ácido galacturónico y acido glucurónico.  Finalmente se 
determinó la existencia de glucosa, galactosa, maltosa, xilosa, ramnosa, arabinosa 
y ac. galacturónico. 
  Cromatofolios AL de celulosa F para CCD, fase móvil: acetato de etilo: piridina: 
agua, (2:1:2) revelador ftalato de p-anisidina  
En esta se determina la existencia de arabinosa, glucosa, xilosa, galactosa, quizás 
ramnosa , y ac galacturónico, no siendo así para ac glucurónico,  sacarosa, ribosa, 
fructosa, maltosa, celobiosa, trehalosa ni rafinosa. 
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Figura 78. Dibujo representativo de la CCD de la hidrólisis con TFA 2M de los extractos insolubles o que 
precipitan con etanol 70º, SBA2, PCA2 y TLA2, en cromatofolio de celulosa,  con fase móvil: acetato de 
etilo:piridina:agua (2:1:2). 
 
Factor de retraso (RF)= dR/dM 
dR: Distancia lineal recorrida por el analito desde el punto de aplicación 
dM: Distancia lineal recorrida por el frente del disolvente desde el punto de aplicación 
del analito. 
 
 Monosacáridos Rf 
Aldohexosas Manosa 0,32 
 Galactosa 0,23 
 Ramnosa 0,49 
Ac. aldohexurónico Ac galacturónico 0,025 
Aldopentosas Xilosa 0,38 
 Arabinosa 0,33 
 
En las dos placas los resultados tanto la hidrólisis de 1,30 min, como la de 3 h son 
similares. En la muestra sin hidrolizar podemos deducir si los posibles disacáridos y 
oligosacáridos que tenemos inicialmente se han eliminado con la precipitación con 
etanol y por tanto comprobamos que es una buena extracción para polisacáridos, 
efectivamente las muestra no hidrolizadas no presentan azúcares.  A la vista de los 
resultados podemos decir que el eluyente utilizado sería correcto ya que ha separado 
1- Manosa 
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las aldohexosas y pentosas y los ácidos urónicos selectivamente, se trata de extractos 
compuestos mayoritariamente de polisacáridos que han sido bien extraídos, y cuya 
composición aproximada en monosacáridos sería: Glucosa, arabinosa, manosa,  
galactosa, xilosa, ramnosa y ácido galacturónico.  
 
7.- Reacción con CETAVLON 
Seguimos el método propuesto por Zhang y cols. (Zhang, Y. et al., 1997 ). Este 
método se fundamenta en la separación de la fracción glucídica en base a la acidez de 
la molécula. Se basa en que los polisacáridos fuertemente ácidos, como la pectina o el 
ácido algínico, precipitan al añadir a la solución sales de amonio cuaternario, por lo 
que podemos separarlos de los neutros. La sal de amonio utilizada fue el bromuro de 
cetiltrimetilamonio o Cetavlon. Los precipitados que fuimos obteniendo se 
redisolvieron en agua y se dializaron. Obtuvimos supuestamente de cada extracto una 
fracción fuertemente ácida, otra débilmente ácida y otra neutra. 



































8. ANÁLISIS QUÍMICO 
Se realizaron una serie de reacciones cualitativas previas, encaminadas a determinar 
si los compuestos aislados presentaban algún componente fenólico y, en este caso, de 
qué tipo era. 
8.1.Ensayos cualitativos de sustancias fenólicas 
Este ensayo se realizó sobre los extractos en acetona al 70% de TL, PC y SB y de las 
nueve muestras resultantes del tratamiento con Cetavlon, TLA-2,TLA-3,TLA-4, PCA-2, 
PCA-3, PCA-4 y SBA-2, SBA-3, SBA-4. 
8.1.1.Reacción con sales de hierro (FeCl3) y nitrito sódico (NaNO2) 
En las muestras no tratadas con Cetavlon se produjo un cambio de coloración a azul 
oscuro tras la adición del reactivo de tricloruro de hierro (FeCl3) al 1% en metanol, 
indicando que todas ellas contienen fenoles. Sin embargo, al evaluar el contenido 
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fenólico de las nueve fracciones obtenidas por precipitación con Cetavlon, la reacción 
resultó positiva solo para SBA-4. La reacción negativa de SBA-4 (ausencia de 
coloración naranja) tras la adición de una solución acuosa de NaNO2 (0,1%) indicó que 
dicho fenol no era ácido elágico. 
 
8.1.2.Reacción de Stiasny 
Esta es una reacción específica de taninos catéquicos. En este medio ácido los 
taninos catéquicos no se hidrolizan y en presencia de formol forman polímeros que 
precipitan en forma de masas algodonosas denominadas flobáfenos. El ensayo fue 
realizado con la única muestra tratada en la que se detectó presencia de fenoles, el 
extracto acuoso de SBA-4, utilizando como control positivo el extracto no tratado (SB). 
El resultado del ensayo fue negativo, por lo que se puede afirmar que en la extracción 
se han eliminado los taninos, posiblemente durante la diálisis. 
 
8.1.3.Reacción de la cianidina 
Esta reacción se basa en la reducción de los flavonoides a antocianidinas 
acompañadas de cambio en la coloración rosa-violeta, por la acción del hidrógeno 
desprendido al hacer reaccionar virutas de Mg con HCl. En este caso utilizamos el 
mismo control, un extracto acetónico al 70%. Diluimos la muestra en agua y etanol 96º 
y a continuación se añade magnesio en virutas y tratamos con HCl 1/3. En todas las 
muestras se percibe un leve cambio de color a azulado, lo que sugiere que las 
muestras pueden contener algún flavonoide. 
En resumen, tras los ensayos cualitativos para la detección de compuestos fenólicos, 
solo detectamos la presencia posiblemente de algún flavonoide, pero no taninos 
elágicos, ni catequinas. 
 
8.2. Análisis de la composición de las fracciones precipitadas con Cetavlon. 
8.2.1. Determinación de azúcares neutros totales.  
Se determinó la concentración de azúcares totales en las muestras mediante el 
método de la Antrona (Tabla 4). Las muestras contienen una baja concentración de 
carbohidratos neutros, o no los contienen como en el caso de la fracción SBA-3. El 
valor elevado detectado en SBA-4 se debió probablemente a la interferencia en la 
reacción colorimétrica de algún compuesto presente en la muestra, ya que la reacción 
se tiñó de rosa al añadir el reactivo de antrona. 
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Tabla 4. Determinación de azúcares neutros totales en las muestras tratadas con Cetavlon. 
 
8.2.2.Resonancia magnética nuclear de protón (1H-RMN).  
Se registraron espectros de 1H-RMN de todas las fracciones obtenidas por 
precipitación fraccionada con Cetavlon. Es conveniente destacar que la RMN es una 
técnica de alta resolución, pero de baja sensibilidad para moléculas grandes (como 
puedan ser polisacáridos) y que en los espectros sólo se observan las señales 
derivadas del material soluble, ya que el material insoluble se elimina por 
centrifugación antes del análisis. En nuestro caso, las muestras resultaron ser 
bastante insolubles en agua y finalmente fueron disueltas en NaOH deuterada.  
En muchos espectros se observaron señales atribuibles a glicerol y una tendencia 
ascendente en la línea base del espectro, lo que nos hace pensar en la presencia de 
lípidos. Además también se encuentran restos de proteína en todas las muestras, 
excepto en TLA-2 y TLA-3. Las señales de carbohidrato en las fracciones ácidas de 
los tres extractos (fracciones -2 y -3) fueron muy tenues o incluso nulas en el caso de 
SBA-3, lo que concuerda con la valoración de carbohidratos neutros totales. En el 
espectro de las fracciones neutras, TLA-4, SBA-4 y PCA-4, se observan señales más 
intensas en la región anomérica de los carbohidratos (4,5-6 ppm), indicando que 
probablemente contienen más polisacáridos. En la Figura 79, se muestran los 
espectros de 1H-RMN de las fracciones precipitadas con Cetavlon a partir de los 
extractos. 
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Figura 79. Espectros de 
1
H-RMN de las fracciones resultantes de los tratamientos con Cetavlon. a) TLA-
2, 3 y 4; b) PCA-2, 3 y 4; c) SBA-2, 3 y 4. 
 
8.2.3. Cromatografía de gases-espectrometría de masas (CG-EM). Las muestras 
que contenían carbohidratos, TLA-2, TLA-3, TLA-4, PCA-2, PCA-3, PCA-4, SBA-2, 
SBA-3 y SBA-4 fueron sometidas a hidrólisis ácida para despolimerizarlas e intentar 
identificar sus componentes. Para su análisis cromatográfico (CG-EM) es preciso 
transformar químicamente los monómeros liberados en el proceso hidrolítico, que 
generalmente no son volátiles, en derivados volátiles susceptibles de ser analizados 
mediante esta técnica. En primer lugar, se prepararon y analizaron los acetatos de 
alditol derivados de cada una de las muestras, para confirmar la presencia de 
monosacáridos neutros y se calcularon las proporciones relativas entre los 
componentes. En la mayoría de los casos se detectó arabinosa, glucosa, galactosa, 
manosa y ramnosa (Tabla  5), con la única excepción de la fracción SBA-3 que, tal y 
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PCA  TLA  SBA 
2 3 4  2 3 4  2 3 4 
Ramnosa 0,0 0,3 0,0  0,0 0,2 0,1  0,0 0,0 0,0 
Arabinosa 1,9 1,7 1,8  1,2 0,6 0,7  2,6 tr. 1,0 
Xilosa 0,0 0,2 0,1  0,0 0,3 0,4  1,0 0,0 0,0 
Manosa 0,0 0,0 0,5  0,0 0,4 0,5  0,0 0,0 2,0 
Glucosa 1,4 0,7 1,8  2,5 0,8 0,8  1,2 0,0 10,4 
Galactosa 1,0 1,0 1,0  1,0 1,0 1,0  1,0 tr. 1,0 
Tabla 5. Proporciones molares de monosacáridos neutros presentes en las fracciones de muestras 
tratadas con Cetavlon. 
 
Puesto que los acetatos de alditol no son adecuados para detectar otros compuestos 
posiblemente presentes en las muestras, se derivatizaron los monómeros liberados en 
la hidrólisis a sus correspondientes trimetilsilil (TMS) oximas o TMS-derivados 
permitiendo, como veremos más adelante, la detección de ácido galacturónico y la 
identificación de algunos componentes no glucídicos. 
 
La tabla 6 recoge los tiempos de retención de los compuestos detectados en el 
análisis cromatográfico y en los casos en que fue posible, la identificación de los 
mismos. La mayoría de las muestras analizadas contenían arabinosa, glucosa, 
galactosa, manosa, ramnosa y ácido galacturónico pero en distintas proporciones, 
diferenciándose entre las fuertemente ácidas, débilmente ácidas y neutras 
principalmente por su proporción decreciente de ácido galacturónico. El análisis 
cromatográfico reveló, además, la existencia de otros compuestos no glucídicos en las 
muestras, que fueron identificados mediante la comparación de sus espectros de 
masas con los recogidos en la base de datos Wiley-NIST08 como ácido azelaico, 
subérico y palmítico en las muestras TL y PC. Entre otros compuestos, se detectan 
ácidos grasos procedentes, probablemente, de las paredes celulares de tejidos 
epidérmicos. En la Figura 80, se muestran, como ejemplo, los cromatogramas 
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Ác. azelaico 5,80 + + + 
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No identificado 5.90 











Ác. clorogénico 7,36 
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No identificado 11,18 










Ác. galacturónico 11,88 





No identificado 12.52 
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Tabla 6. Identificación cromatográfica de CG-EM de algunos compuestos presentes en las fracciones de 
muestras tratadas con Cetavlon. 
 
Cabe destacar que en la muestra SBA-4 no se observaron los ácidos anteriormente 
mencionados. Sin embargo, el espectro de masas del pico eluido a los 7,36 min 
sugiere que este componente es un ácido aromático, que podría ser del tipo del ácido 
clorogénico, compuesto fenólico no volátil, formado por la esterificación de los ácidos 
quínico y p-cumárico (un ácido cinámico). Probablemente este era el compuesto 
fenólico, no de tipo tanino, que detectamos cualitativamente en el ensayo con sales de 
hierro para la determinación de sustancias fenólicas. 
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Figura 80. Análisis mediante CG-EM de las fracciones neutras resultantes del fraccionamiento por 
Cetavlon. 
 
8.2.4. Cromatografía de exclusión molecular de las fracciones neutras.  Análisis 
de las fracciones purificadas por 1H-RMN y GC y evaluación de su actividad 
biológica.  
Para comprobar si las fracciones estaban constituidas por uno o varios polímeros y en 
su caso, tratar de separarlos en función de su tamaño molecular, las fracciones 
neutras se disolvieron en NaOH 0,3M y se centrifugaron. Como veremos más 
adelante, el tratamiento alcalino solubilizó solo una parte del material inicial. En todos 
los casos, tras la disolución y centrifugación sedimentó una cantidad variable de un 
residuo insoluble fuertemente pigmentado de un tono pardo oscuro, cuya composición 
desconocemos, y que fue desechado. El material soluble en álcali se filtró a través de 
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columnas preparativas con Sepharose CL6B, monitorizando el contenido en 
carbohidratos de las fracciones para representar los perfiles de elución (Figura 81a).  
Los resultados que se muestran a continuación reflejan como la presencia de otras 
sustancias no glucídicas presente en los extractos dificultó la purificación y análisis del 
componente glucídico. Los rendimientos de recuperación de material tras la filtración 
en gel, calculados en base al peso seco de cada fracción tras su diálisis y liofilización, 
fueron muy bajos. Probablemente la disolución de las muestras en NaOH y su elución 
en este solvente conlleva la ruptura de enlaces y la degradación de algunos 
componentes de las muestras (como proteínas y ésteres) y por tanto a la pérdida de 
compuestos de baja masa molecular derivados de la muestra inicial, tales como 
aminoácidos, glicerol y ácidos grasos. 
 
Figura 81. Análisis de las fracciones neutras precipitadas con Cetavlon. a) Filtración en gel de Sepharose 
CL6B de PCA-4, TLA-4 y SBA-4. b) Región anomérica de los espectros 1H-RMN de las fracciones de 
PCA-4 y TLA-4. 
 
La composición de las fracciones mayoritarias obtenidas a partir de los tres extractos 
fue analizada, tras hidrólisis ácida, mediante CG-EM. Todas ellas contienen 
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proporciones variables de arabinosa, ramnosa, manosa, galactosa, glucosa y ácido 
galacturónico.  
Análisis de PCA-4. Las fracciones recogidas en el análisis de PCA-4 se reunieron en 
tres picos (Figura 81a). El primero de ellos (1) constituyó una pequeña cantidad del 
material inicial (< 1 %). El pico mayoritario (2) representó el 32,5% del material de 
partida y su masa molecular promedio, calculada a partir de este análisis, fue 64 kDa. 
El pico 3 representó el 28% del total, y su masa molecular promedio fue 19 kDa.  
Los espectros de 1H-RMN de las fracciones eluidas se muestran en la Figura 81b. El 
perfil de señales en los espectros de los picos 1 y 2 es muy similar tanto en la región 
anomérica (6-4,5 ppm) como en la región de los protones del anillo (4,5-3 ppm), 
aunque las señales son más intensas en el primero y el aspecto general del espectro 
es más limpio, lo que indica que tiene mayor contenido en carbohidratos y menos 
contaminantes no glucídicos. Probablemente, las fracciones separadas en este 
análisis contienen los mismos tipos de monosacáridos, aunque en diferentes 
proporciones y asociados a otros componentes, glucídicos o no. Entre las señales 
identificables en el espectro de protón, destacan algunas atribuibles a residuos de 
arabinofuranosa unidos mediante diferentes tipos de enlace, aunque también se 
detecta ramnosa, glucosa y manosa. Por último, la intensidad de las señales de 
carbohidratos en el espectro del pico 3 fue muy baja, lo que demuestra la escasez de 
material glucídico en esta fracción. Se valoró la actividad anti-VIH de los picos 2 y 3 y 
se comprobó que la fracción de 64 kDa tenía  actividad antiviral (IC 50: 65,92 µM) 
mientras que la de 19 kDa no. Este hecho se puede correlacionar con el escaso 
contenido en carbohidratos de ésta y/o con la presencia de componentes no glucídicos 
que puedan afectar negativamente la actividad biológica. También existen estudios 
que relacionan la actividad antiviral de los polisacáridos con el peso molecular de los 
mismos (Dong et al., 2012). La actividad biológica del pico 1 no pudo valorarse por no 
disponer de material suficiente para los ensayos. 
Análisis de TLA-4. La filtración en gel de la muestra TLA-4 rindió una sola fracción 
polisacarídica de masa molecular promedio 30 kDa, que representó el 40,3% de la 
muestra inicial. Su espectro de protón (Fig. 81b) presentó señales similares a las 
detectadas en las fracciones de PCA-4, atribuibles a arabinosa, ramnosa, galactosa y 
manosa junto a otras adicionales. El material purificado también presentó actividad 
frente a VIH (IC50: 51,92 µM). 
Análisis de SBA-4. Tras el análisis mediante SEC de SBA-4 solubilizada en NaOH  se 
recogieron dos fracciones (Fig. 81a). La más homogénea de las dos tenía 30 kDa de 
masa molecular promedio y cada una de ellas representó tan sólo un 7% del material 
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de partida. Este bajísimo rendimiento demostró que la fracción SBA-4 contenía muy 
pocos carbohidratos, tal y como ya se había detectado inicialmente al valorar 
carbohidratos neutros totales. La escasa cantidad de muestra purificada no permitió 
continuar con su estudio. La fracción de 30 kDa no tenía actividad antiviral. 
Los resultados de estos análisis pusieron de manifiesto la necesidad de variar 
la estrategia de purificación de los polisacáridos. Todas las fracciones separadas en 
los experimentos anteriores seguían conteniendo productos de la degradación de 
material proteico y lipídico contenido en la muestra inicial, que se iban arrastrando a lo 
largo de la columna, eluyendo conjuntamente con los carbohidratos. Como ya se ha 
comentado, el tratamiento alcalino produce la ruptura de enlaces (por ejemplo, 
ésteres) y la degradación de algunos componentes de las muestras, como proteínas. 
Dado que los carbohidratos son estables al álcali, nos planteamos evaluar el efecto del 
tratamiento con NaOH sobre los extractos neutros TLA-4, SBA-4 y PCA-4, seguido 
esta vez de precipitación de los polisacáridos con etanol y de diálisis para eliminar los 
productos generados por degradación alcalina de los componentes no glucídicos. 
 
Figura 82. Cromatogramas (GC-EM) correspondientes al análisis de las fracciones neutras tras su 
tratamiento con NaOH, precipitación con etanol y diálisis. Se observa la eliminación de ácidos grasos y 
proteína. 
 
La composición de los productos resultantes se analizó por cromatografía de gases 
(Figura 82) y RMN, comprobando que habían desaparecido tanto la proteína como los  
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ácidos grasos, mientras que los picos de carbohidratos se mantenían idénticos a los 
del ensayo anterior tanto cualitativa como cuantitativamente. Como ejemplo, en la 
figura 16 se compara el espectro de protón de PCA-4 nativa (Figura 83a), con el de 
dos muestras sometidas al tratamiento alcalino: el pico 1 resultante del 
fraccionamiento en Sepharose CL6B (Figura 83b) y la propia PCA-4 nativa (Figura 
83c). Esta última muestra fue la que demostró tener mayor contenido glucídico, tal y 
como se deduce de la intensidad de las señales de la región anomérica del espectro 
(encuadrada en rojo). 
 
 
Figura 83. Comparación de los espectros de 
1
H-RMN de a) la fracción PCA-4 nativa, b) el pico 1 obtenido 
en la purificación mediante SEC, tras el tratamiento alcalino y c) la fracción PCA-4 nativa tratada con 
álcali. 
 
Esta aproximación demostró ser muy efectiva para la eliminación de una buena 
cantidad de compuestos no glucídicos, pero podía conllevar la pérdida de actividad 
biológica de los extractos. Por ello, se ensayó la actividad antiviral de los productos 
obtenidos tras tratamiento con NaOH, precipitación con etanol y diálisis, comprobando 
que se mantenía, lo que apuntaba directamente a los carbohidratos presentes en los 
extractos como responsables de la misma. 
 
8.2.5. Tratamiento con NaOH y etanol para purificación de los extractos 
vegetales 
 
Los análisis previos demostraban que el tratamiento de los extractos iniciales con 
Cetavlon no había permitido separar fracciones glucídicas con distinta composición, 
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sino que rindió mezclas complejísimas de biomoléculas vegetales imposibles de 
caracterizar. La pequeña porción glucídica de los extractos, aunque generalmente más 
concentrada en las fracciones “neutras”, aparecía repartida entre todas las obtenidas 
tras la precipitación con Cetavlon. Por ello, y para tratar de recuperar la mayor 
proporción posible de los carbohidratos contenidos en las muestras, se decidió 
retornar a los extractos originales de las plantas, SBA, PCA y TLA y, en primer lugar, 
degradar con álcali proteínas y ácidos grasos. En la diálisis posterior no solo se 
sustituye el NaOH de la mezcla por agua, sino que además se eliminan los productos 
de degradación no deseados, quedando las muestras enriquecidas en carbohidratos. 
En el interior de las membranas se observó la presencia de sustancias insolubles en 
agua, que fueron separadas del material soluble mediante centrifugación y procesadas 
independientemente. Por tanto, como resultado de este tratamiento se obtuvieron dos 
fracciones a partir de cada extracto vegetal: una soluble en agua (PCAs, SBAs y TLAs) 
y otra insoluble (PCAi, SBAi y TLAi). Hemos de destacar que la proporción de la 







PCA sol 66,4 7,3 
TLA sol 73,1 2,1 
SBA sol 67,9 4,5 
PCA insol 41,1 16,4 
TLA insol 23,7 2,8 
SBA insol 36,6 8,5 
 
Tabla 7. Valoración de carbohidratos neutros y ácidos en las fracciones solubles e insolubles en 
álcali de los extractos vegetales. 
 
La valoración de carbohidratos neutros totales (Tabla 7) demostró que el material 
obtenido tras este fraccionamiento estaba muy enriquecido en carbohidrato, y que las 
fracciones solubles contenían una cantidad de azúcares neutros notablemente mayor 
que las fracciones insolubles. 
La determinación de ácidos urónicos (Tabla 7) mediante el método del carbazol indicó 
que las fracciones insolubles contienen mayor cantidad de ácidos urónicos y, en 
concreto, la fracción insoluble en álcali de PCA presentó una proporción notablemente 
mayor que el resto. 
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8.2.6. Composición monosacarídica de las fracciones soluble e insoluble 
Para analizar su composición, las fracciones solubles e insolubles fueron 
despolimerizadas mediante hidrólisis ácida y posteriormente analizadas por CG-EM. 
Se prepararon dos tipos de derivados cromatográficos diferentes, que aportan 
información complementaria acerca de la composición de las muestras. Los 
monosacáridos neutros y los aminoazúcares, si los hubiera, se detectan como picos 
únicos al convertirlos en sus correspondientes acetatos de alditol, lo que permite 
identificarlos y cuantificarlos con facilidad. Sin embargo, el empleo de estos derivados 
no permite detectar ácidos urónicos ni componentes no glucídicos. Para ello, es 
preciso utilizar otro tipo de derivados, en nuestro caso las TMS-oximas de los 
productos liberados en la hidrólisis ácida del material. 
Muestra Ram Ara Xil Man Glu Gal Ác. Gal 
PCA sol 5,4 42,6 2,6 4,4 32,8 12,2 tr. 
TLA sol 4,2 53,4 3,4      6,3 23,6 9,1 tr. 
SBA sol 14,3 23,6 2,8 1,2 36,7 19,5 tr. 
PCA ins 9,3 34,0 9,3 0,7 14,7 10,0 22,0 
TLA ins 2,3 27,9 0,0 4,7 32,6 9,3 23,3 
SBA ins 17,0 18,0 11,0 1,0 22,0 14,0 17,0 
 
Tabla 8. Proporciones relativas (%) de monosacáridos en las fracciones soluble e insoluble en álcali de 
los extractos vegetales, calculadas a partir de los datos cromatográficos del análisis de acetatos de alditol 
y TMS-oximas. Los valores son promedios de tres experimentos. 
 
Todas las fracciones analizadas contienen arabinosa, ramnosa, manosa, galactosa y 
glucosa (Tabla 8), pero sus proporciones varían entre especies y en las fracciones 
soluble e insoluble de una misma especie vegetal. El material insoluble contiene mayor 
proporción de ácido galacturónico, lo que concuerda con la valoración colorimétrica de 
ácidos urónicos, siendo este el componente más característico de las pectinas 
vegetales. Los polímeros de ácidos urónicos son sumamente resistentes a su rotura 
mediante hidrólisis ácida, y por ello los rendimientos en la hidrólisis de estas fracciones 
fueron muy bajos. 
8.2.6.1. Espectroscopía de infrarrojos (FTIR). 
Los espectros de infrarrojos pueden dar información acerca de la configuración   o   
de los enlaces glicosídicos, así como de la presencia de sustituyentes de tipo N-
acetilo, carboxilo, fosfato o sulfato.  
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Figura 84. Espectros de IR de las fracciones solubles antes (superior) y después (inferior) de ser 
acidificadas con HCl. En los espectros correspondientes a los polisacáridos con grupos carboxílicos no 
disociados se observa la desaparición de la banda a 1620 cm
-1 
y la aparición de una banda intensa 




En todos los espectros registrados, sean de fracciones insolubles o solubles, se 
observa un perfil de carbohidratos, caracterizado por una banda amplia originada por 
vibraciones de tensión de los grupos –OH de los alcoholes (3600-3100 cm-1) y por 
otras localizadas en la zona de la “huella dactilar”, entre 1430 y 800 cm-1, debidas a 
vibraciones de los anillos de los monosacáridos (piranosas o furanosas), a las 
vibraciones de flexión de grupos –OH. Por otra parte, la observación de la región del 
carbonilo (1820-1660 cm-1) y de sus bandas asociadas nos da información sobre la 
presencia de ácidos o sus sales, ésteres, aldehídos o cetonas. 
En un primer análisis de las fracciones solubles de las tres especies vegetales (Figura 
84) observamos, además del patrón general atribuible al espectro de FTIR de 
polisacáridos, una banda en la región del carbonilo a alrededor de 1680 cm-1. Esta 
señal puede ser atribuida a la presencia de sales de ácidos carboxílicos, posiblemente 
sales sódicas de los ácidos urónicos producidas por el tratamiento alcalino. Para 
confirmarlo, se acidificaron las muestras con unas gotas de HCl, dializando y 
liofilizando a continuación. Como se observa en la Figura 84, los espectros de FTIR de 
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las muestras acidificadas muestran el desplazamiento de dicha banda hasta 
aproximadamente 1725 cm-1, absorción característica de ácidos carboxílicos no 
disociados. 
Los espectros de las fracciones insolubles de las tres especies vegetales son muy 
similares entre sí y muestran las bandas de absorción características de los 
polisacáridos pécticos. En la Figura 85, se incluye, en primer término, el espectro de 
pectina comercial y a continuación, los de las fracciones aisladas de los extractos 
vegetales tras su acidificación con HCl, paso necesario para poner de manifiesto la 
banda de absorción característica de ácidos carboxílicos (1720-1750 cm-1). Las 
bandas a aproximadamente 1100 y 1017 cm-1 son también características de 
homopoligalacturonanos (Robert et al., 2005). En cuanto a la configuración anomérica 
de los enlaces glicosídicos, las bandas a 830 y 950 cm-1, presentes en todos los 
espectros, revelan la presencia de anómeros , aunque también se detecta una banda 
poco intensa, característica de anómeros , a 890 cm-1. Esto indica la coexistencia de 















































































































































































































































































Figura 85. Espectros de IR de pectina comercial y de las fracciones insolubles en agua. Previamente al 
análisis, las muestras fueron acidificadas con HCl para poder observar la banda de ácidos carboxílicos no 
disociados. 
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8.2.6.2. Análisis de metilación de las fracciones solubles 
Los tipos de enlace de los polisacáridos contenidos en las fracciones solubles se 
investigaron mediante análisis de metilación. Puesto que alguna de las fracciones 
contenía pequeñas cantidades de ácido galacturónico, en una primera etapa se 
obtuvieron los derivados permetilados de los polisacáridos y a continuación se 
redujeron los grupos ácidos con NaBD4 en etanol al 75% (Hollisworth et al, 1984). Los 
residuos de ácido galacturónico son transformados en galactosa, que se hidroliza y 
detecta sin dificultad. Además, al llevar a cabo la reducción con un reactivo deuterado 
introducimos 2 Da adicionales en el C que soportaba el carboxilo en la molécula 
original (C6) de modo que mediante el espectro de masas podemos identificar 
fácilmente las unidades de galactosa derivadas de esta reacción. Finalmente, el 
polisacárido metilado y con los carboxilos reducidos es hidrolizado con ácido, 
liberando los correspondientes acetatos de alditol parcialmente metilados, que son 
analizados mediante GC/MS. En este caso, y conocida por los experimentos previos, 
la presencia de cantidades abundantes de arabinofuranosa en el material a analizar, 
se abordó la hidrólisis y derivatización de los polisacáridos permetilados en dos 
etapas. En un primer paso se hidrolizó el material con ácido trifluoroacético muy diluido 
(TFA 0,15 M), tratando de conseguir en la medida de lo posible la liberación de los 
extremadamente lábiles residuos de arabinofuranosa. Los azúcares liberados con este 
tratamiento suave se derivatizaron totalmente para evitar su destrucción con la 
segunda hidrólisis ácida (TFA 3 M), efectuada inmediatamente después. Los tipos de 
enlace presentes en las muestras analizadas se dedujeron a partir de la interpretación 
de los espectros de masas de cada pico cromatográfico, teniendo en cuenta el tiempo 
de retención de los compuestos. 
Los resultados obtenidos para las tres fracciones solubles se presentan en la Tabla 9, 
que refleja que la complejidad de estas muestras sigue siendo extremadamente alta, 
con hasta 20 tipos de residuos monosacarídicos diferentes. En las tres muestras 
analizadas se detectaron residuos monosacarídicos correspondientes a unidades 
lineales de la cadena, a puntos de ramificación, y a unidades terminales, o extremos 
de la misma. Estos datos reflejan la existencia de polisacáridos ramificados en las 
muestras analizadas. Por otra parte, la mayoría de los tipos de unidades identificados 
en las tres muestras son los mismos, aunque existen cambios sustanciales en sus 
proporciones. La elevada sensibilidad de esta técnica permitió también detectar e 
identificar pequeñas cantidades (1-2%) de otros monosacáridos, entre los cuales 
podemos destacar el ácido galacturónico unido mediante enlaces (14). A 
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continuación se analizarán individualmente los resultados obtenidos en la fracción 
soluble de cada especie. 
Fracción PCA soluble. Las unidades predominantes (24%) son de arabinofuranosa 
(Araf) ensamblada mediante enlaces (15), aunque este no es el único tipo de enlace 
mediante el cual se asocia la Araf en la muestra analizada. Se identificaron también 
residuos terminales (Araf-(1) y enlazados en (13) (13,5) y (12,5). Otros 
componentes relevantes desde el punto de vista cualitativo, son la galactopiranosa, 
unida mediante diferentes tipos de enlace pero que aparece principalmente como 
unidades ramificadas (13,6), y la glucopiranosa que, por el contrario, ocupa 
principalmente posiciones terminales (13,8% de Glcp-(1).  La elevada sensibilidad 
de esta técnica permitió también detectar e identificar pequeñas cantidades de otros 
monosacáridos como manosa. 
 







Araf-  4,0 87, 101, 118, 129, 161 7,0 6,2 4,7 
-Araf-  5,2 118, 173, 233 2,6 4,3 6,5 
-Araf-  5,7 87, 88,102,118, 129,130,162,173,189 24,0 30,2 7,9 
-Araf-  7,2 85, 118, 127, 159, 201, 261 7,6 11,3 3,8 
-Araf-  7,5 87, 88, 129, 130, 190 5,6 11,2 4,4 
TOTAL ARABINOSA   46,7 63,3 27,3 
Galp-  7,0 88, 101, 102, 118, 129, 130, 205, 206 2,2 2,0 2,6 
-Galp-  8,5 88, 102, 113, 118, 130, 162, 173, 233 4,3 4,9 4,5 
-Galp-  8,9 87, 101, 118, 129, 161, 174, 234, 277 3,4 2,9 4,0 
-Galp-  9,9 88, 102, 118, 129, 130, 162, 189, 233 3,2 1,1 8,5 
-Galp-  10,3 87, 118, 129, 305  0,0 2,8 3,3 
-Galp-  12,5 87, 118, 129, 174, 189, 234, 305 10,6 4,9 14,4 
TOTAL GALACTOSA   23,7 18,7 37,3 
Glcp-  6,5 88, 101, 102, 118, 129, 130, 205, 206 13,8 1,4 3,6 
-Glcp-  8,7 88, 102, 113, 118, 130, 162, 173, 233 5,0 4,6 19,3 
-Glcp-  11,3 87, 102, 118, 127, 129, 201, 261 4,0 1,5 4,5 
TOTAL GLUCOSA 
 
  22,7 7,5 27,4 
-GalAcp-  11,5 87, 102, 118, 127, 129, 203, 263 3,8 3,0 3,6 
TOTAL ÁCIDO GALACTURÓNICO   3,8 3,0 3,6 
-GlcAcp-  11,3 87, 102, 118, 127, 129, 203, 263 0,0 1,0 0,0 
TOTAL ÁCIDO GLUCURÓNICO 1,0 1,0 0,0 
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-Ramp-  4,3 88, 101, 102, 131, 162 1,0 1,2 1,9 
TOTAL RAMNOSA 
 
  1,0 1,2 1,9 
-Xilp-  5,8 87, 118, 129, 189, 162, 241 0,0 3,9 0,0 
TOTAL XILOSA 
 
  0,0 3,9 0,0 
-Manp-  8,3 87, 88, 101, 129, 130, 161, 190, 205 3,4 0,0 1,0 
-Manp-  8,3 102, 118, 162, 201, 261 1,7 3,6 0,9 
TOTAL MANOSA 
 
  5,1 3,6 1,9 
 
Tabla 9. Tipos de enlace deducidos del análisis de metilación y porcentajes relativos de los mismos en 
cada una de las muestras solubles. En cada una de las muestras se ha señalado en negrita el 
componente mayoritario.  
 
Fracción TLA soluble. Los resultados de su análisis de metilación son muy similares a 
los de la muestra anterior, siendo la diferencia más destacable que el contenido en 
Glcp-(1 es mucho menor (solo 1,4%). La arabinofuranosa es el componente 
mayoritario (63,3%) y está unida principalmente (30.2%) por enlaces (15). Las 
unidades predominantes son de arabinofuranosa (Araf) ensamblada mediante enlaces 
(15), aunque este no es el único tipo de enlace mediante el cual se asocia la Araf en 
la muestra analizada. Se identificaron también residuos terminales (Araf-(1) y 
enlazados en (13) (13,5) y (12,5). Otros componentes relevantes desde el punto 
de vista cualitativo, son la galactopiranosa, unida mediante diferentes tipos de enlace 
pero que aparece principalmente como unidades ramificadas (13,6), y la 
glucopiranosa que, por el contrario, ocupa principalmente posiciones terminales (Glcp-
(1). También se  identificaron  pequeñas cantidades de otros monosacáridos como 
manosa y ácido galacturónico. 
Fracción SBA soluble. Como ya indicaban todos los análisis previos el material 
glucídico contenido en esta fracción presenta mayores diferencias, no en cuanto a la 
identidad de los compuestos que lo conforman, sino en cuanto a sus proporciones 
relativas. Lo más destacado es que su principal componente es la galactosa, 
principalmente como unidades ramificadas (13,6) y lineales (16), pero también, y 
como componente individual más abundante, hay que mencionar su elevado contenido 
en (14)-Glcp. Este material presentó el menor contenido en arabinofuranosa (27,3%) 
de las tres muestras analizadas.  
Las muestras TLAs y PCAs resultaron ser las mas activas en el ensayo de Inhibición 
de la infección en trans mediada por células Raji DC-SIGN, presentando un 50% y un 
49% de inhibición, con un  IC50 de 78,7 µg/mL y 73µg/mL respectivamente. Datos 
mas detallados en el capítulo de actividad antiviral. 
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En el ensayo de neutralización, que también describimos mas detalladamente en el 
apartado de actividad antiviral, todas las muestras resultaron activas, cabe destacar 
los compuestos SBAs, SBAi, PCAi, y PCAs que presentan un IC50 de 1,8µg/mL, 
24µg/mL, 2,4 µg/mLy 2,71g/mL respectivamente.  
 
8.2.6.3. Cromatografía de exclusión molecular de las fracciones solubles. 
Composición química del material purificado 
Las fracciones solubles en agua obtenidas a partir de los tres extractos vegetales 
fueron analizadas mediante SEC utilizando agua como eluyente, valorando 
colorimétricamente la presencia de carbohidratos en las fracciones eluidas mediante 
una reacción del fenol-sulfúrico post-columna. Los perfiles de elución (figura 86) de los 
tres extractos muestran un pico mayoritario de elevada masa molecular (>106 Da). 
Este valor está por encima del rango de separación de la columna empleada, por lo 




























































































Figura 86. Cromatografía de exclusión molecular de las fracciones solubles en agua. Los picos 
encuadrados en rojo fueron analizados mediante RMN. 
 
 
La Tabla 11 detalla las proporciones relativas de monosacáridos neutros de las 
fracciones separadas por SEC en Sepharose CL6B. En PCAs se recogió un único pico 
(PCAs-1), ya que apenas se detectaron carbohidratos en el resto de las fracciones 
eluidas de la columna. La composición de dicho pico es muy similar a la presentada en 
la Tabla 16 para la muestra no fraccionada. En las otras dos muestras, después de 
separar el componente mayoritario (pico 1), se reunió el resto del material eluído (pico 
2) y se analizó exclusivamente su composición monosacarídica por no disponer de 
suficiente muestra para efectuar otros experimentos. En comparación con la muestra 
no fraccionada, TLAs-1 está enriquecida en ramnosa y galactosa mientras que TLAs-2 
lo está en arabinosa. En el caso de SBAs-1, la mayor parte de la arabinosa y la 
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galactosa están en esta fracción, mientras que SBAs-2 está muy enriquecida en 
glucosa y ramnosa.  
Muestra  Ram Ara Xil Man Glu Gal 
PCAs-1 3,8 45,1 0,0 0,0 30,2 20,9 
TLAs-1 9,1 39,6 3,6 4,0 16,7 27,0 
TLAs-2 0,0 80,3 0,0 2,7 11,8 5,2 
SBAs-1 7,0 34,4 0,0 1,1 20,8 36,7 
SBAs-2 17,6 6,8 0,0 0,0 56,3 19,3 
 
Tabla 11. Proporciones relativas (%) de monosacáridos neutros en las fracciones separadas mediante 
SEC, calculadas a partir de los datos cromatográficos del análisis de acetatos de alditol. Los valores son 
promedios de dos experimentos. 
 
En cuanto a la actividad biológica, las fracciones que muestran mayor actividad anti-
VIH en el ensayo de neutralización a las concentraciones ensayadas, son PCAs1, 
TLAs1 y TLAs2, con un IC50 de 0,38µg/mL, 5µg/mL y 6µg/mL. Las otras fracciones 
presentaron una actividad similar o menor a las predecesoras. 
 
8.2.6.4. Estudio de las fracciones mayoritarias por RMN mono y bidimensional 
 
Fracción PCA soluble. El espectro de 1H-RMN del material recuperado en el pico 
mayoritario (Figura 87a) mostró el aspecto general de un polisacárido, sin señales 
atribuibles a otros componentes como proteínas o lípidos. En la región anomérica 
(Figura 87b) se observan desplazamientos químicos por encima de 5 ppm 
característicos de furanosas. Esto está de acuerdo con la elevada cantidad de 
arabinofuranosa detectada en este material.  
AB CDEF  G
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Residuo A B C D E F G H I J K L M 
Integral 
(relativa) 
2 1 2 3 4 2 7 - - - - - - 
 
Figura 87. Análisis de 
1
H-RMN del material purificado mediante SEC a partir de PCA soluble. a) Espectro 
completo (3-6 ppm). b) Región anomérica por encima de 5 ppm, mostrando las señales de al menos siete 
residuos monosacarídicos diferentes (A-G). La tabla recoge las proporciones relativas de cada uno de los 
residuos, deducidas de la integración del área de cada señal. 
 
En esta región del espectro se encontraron al menos siete sistemas de spin (marcados 
como A-G) en la muestra analizada. Esto significa que la muestra contiene al menos 
siete tipos de unidades monoméricas diferentes (monosacáridos diferentes o iguales 
unidos mediante diferentes tipos de enlace). Pero la complejidad de la muestra es aún 
mayor. Además de estas señales existen otras, en la región del espectro más cercana 
a la banda del agua deuterada (disolvente de la muestra), que eran difícilmente 
visibles en el espectro de protón por su baja intensidad. Para obtener información 
sobre los desplazamientos químicos de dichos componentes y tratar de establecer 
conectividades (tipos de enlace) entre los diferentes monómeros se recurrió a la 




Figura 88. Análisis de 2D HSQC del material purificado a partir de PCA soluble. 
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A,BCDEF,G              H    K
 
 
Figura 89. Análisis de 2D TOCSY del material purificado a partir de PCA soluble. 
 
De los experimentos 2D TOCSY y 2D HSQC (Figuras 88 y 89) se dedujeron los 
desplazamientos químicos de 1H/13C para los protones/carbonos anoméricos (Tabla 
12). La mayoría de los sistemas de spin fue identificada mediante 2D TOCSY. Los 
resultados revelaron la presencia de al menos 13 tipos de unidades glucídicas 
diferentes en el material analizado, lo que sugiere la existencia de un polisacárido 
extremadamente complejo o de una mezcla de polímeros. Desgraciadamente, la 
complejidad del material analizado impidió la resolución de las señales carbonos en el 
experimento de HSQC y la asignación precisa de los carbonos excepto para las 
señales más intensas (A-G), que corresponden en todos los casos a unidades de 
arabinofuranosa. Estos resultados no permitieron establecer los tipos de enlace entre 















A 5,182/     
106,369          
4,241 4,016 3,880 3,768 3,649 -Araf 
B 5,171/ 
106,298 
4,142 3,941 3,819 3,733  -Araf 
C 5,125/ 
106,412 
4,075     -Araf 
D 5,104/ 
107,236 
4,052 3,887     -Araf 
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4,057     -Araf 
F 5,036/ 
107,449 
4,218 4,039    -Araf 
G 5,019/ 
107,549 
4,057  3,963     -Araf 
H 4,605 3,864     β-Glcp 
I 4,568 3,690 3,605     β-Galp 
J 4,514 3,708 3,543    β-Galp 
K 4,479 4,057     β-Glcp 
L 4,472 3,672 3,592    β-Galp 
M 4,446 3,507 3,301    β-Galp  
 




C de los protones/carbonos anoméricos deducidos de los 
experimentos 2D TOCSY and 2D HSQC del material purificado a partir de PCA soluble, demostrando la 
presencia de al menos 13 sistemas de spin diferentes. 
 
Fracción TLA soluble. El espectro de 1H-RMN del material recuperado en el pico 
mayoritario (Figura 90a) mostró también el aspecto general de un polisacárido libre de 
proteínas o lípidos. Los desplazamientos químicos por encima de 5 ppm en la región 
anomérica (Figura 90b) son característicos de furanosas y, como en el caso anterior, 
está de acuerdo con un alto contenido de arabinofuranosa. 
A  B CDE  FG     H
Región alfa anomérica Región beta anomérica
I    J     K    L
a) b)
 
Figura 90. Análisis de 
1
H-RMN del material purificado mediante SEC a partir de TLA soluble. a) Espectro 
completo (1-6 ppm). b) Región anomérica por encima de 4,2 ppm, mostrando las señales de al menos 
doce residuos monosacarídicos diferentes (A-L). 
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En el espectro de protón se detectaron claramente doce sistemas de spin (marcados 
como A-L en la Figura 90b) correspondientes a al menos doce tipos de unidades 
monoméricas diferentes. Pero al igual que en el caso anterior, los experimentos 2D 
TOCSY y HSQC revelaron que en realidad existen dieciocho unidades diferentes en 
esta muestra. 
 
A      B  CD  E F                       I    J K  L                      
 
Figura 91. Análisis de 2D TOCSY del material purificado a partir de TLA soluble 
 
Fracción SBA soluble. Al igual que en las muestras anteriores, el espectro de 1H-RMN 
del material eluido en el pico mayoritario (Figura 92a) corresponde a lo esperado para  
un polisacárido rico en arabinofuranosa, aunque en este caso las señales registradas 
por debajo de 5 ppm son también muy intensas, reflejando mayor abundancia de otros 
componentes (Figura 92b). En el espectro de protón, la mayoría de las señales están 
muy solapadas, ensanchadas y poco definidas, lo que indica que el número de 
componentes de la muestra es superior a los once residuos diferentes detectados a 
primera vista. 
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A      B   CD  EF    GH
Región alfa anomérica Región beta anomérica




Figura 92. Análisis de 
1
H-RMN del material purificado mediante SEC a partir de SBA soluble. a) 
Espectro completo (1-6 ppm). b) Región anomérica por encima de 4,2 ppm, mostrando las 
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9. ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA DE LAS FRACCIONES PURIFICADAS 
9.1 Ensayo de actividad antivíral y viabilidad celular 
El ciclo biológico de VIH-1 consta de varias fases, una aproximación en el desarrollo 
de nuevos fármacos es ensayar como interfieren con la entrada viral, esta 
aproximación ofrece la capacidad de atacar un proceso que implica tanto a receptores 
celulares como a ligandos virales, pudiéndose llegar hipotéticamente a detener la 



















Figura 95. Etapas del proceso de fusión de VIH. Mecanismo de entrada de VIH -Unión CD4-gp120, 
unión de los correceptores (color naranja), gp120 sufre un cambio conformacional, CD4 induce epítopos 
que pueden unirse a receptores de quimoquina, a continuación gp41 es liberado en una conformación 
fusogénica y sus hélices N-terminal y C-terminal forman una estructura que conduce a la aproximación 
de membrana viral y celular que acaban fusionándose. 
  
Figura 94. Análisis de 2D TOCSY del 
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Para identificar en que etapa del ciclo replicativo del VIH actúan nuestros compuestos  
utilizamos ensayos de valoración de la actividad antiviral con virus recombinantes 
portadores del gen indicador luciferasa, la multiplicación viral se cuantifica midiendo la 
actividad luciferasa mediante luminometría. Dado que la actividad luciferasa es 
directamente proporcional al grado de infección, la disminución de dicha actividad 
refleja el efecto antiviral.  
9.1.1.  Ensayo de viabilidad celular en células RAJI DC-SIGN y en MT-2 
Para el ensayo de viabilidad celular se empleó el kit CellTiter-Glo® Luminiscent cell 
viability assay (Promega) que mide la actividad mitocondrial. Se mide la actividad 
luciferasa, que cuantifica la cantidad de ATP (que esta directamente relacionada con la 
presencia de células metabólicamente activas). El resultado está representado en las 
gráficas junto con la actividad.  Ninguno de los compuestos resultó ser tóxico para Raji 
DC-SIGN y para células MT-2, a las concentraciones ensayadas.  
 
9.1.2. Efecto sobre la célula: Inhibición de la infección en trans mediada 
por células Raji DC-SIGN 
Tratamos de averiguar si se produce interacción con la célula diana. Las células que 
vamos a utilizar Raji DC-SIGN, son células dendríticas que poseen el receptor de 
señal DC-SIGN, con afinidad por resíduos manosa específicos. Previamente antes de 
poner en contacto el virus con las células, éstas se preincuban con los compuestos 
que vamos a analizar a distintas concentraciones. Para la infección utilizamos los virus 
NL4.3 Renilla (tropismo X4). Para evaluar el bloqueo de la transferencia de virus 
mediada por las células RAJI DC-SIGN, se mide la actividad luciferasa. Si se ha 
producido un bloqueo en la transferencia del virus es probable que se esté 











Figura 96.  Mecanismo de Transinfección 
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Los resultados sugieren que los compuestos estudiados, presentan actividad a 
concentraciones a partir de 100g/mL. Los que mayor actividad presentan son TLAs y 
PCAs, con un porcentaje de inhibición de 50% y de 49% respectivamente a la 
concentración de 100g/mL.y un IC50 de 78,7g/mL para TLAs y de 73g/mL para 
PCAs. Se puede considerar que el compuesto SBAs no presenta actividad ya que su 
porcentaje de inhibición ronda el 39% a la mayor concentración (100g/mL). 
Parece que se está produciendo un bloqueo en la transferencia del virus, aunque no 
de una forma muy destacada, que podría estar relacionado con la densidad de 














También se valoraron las fracciones obtenidas tras columna SEC de los compuestos 
anteriores sin resultados concluyentes. 
 
9.1.3.  Efecto sobre el virus: Ensayo de neutralización 
 
Para estudiar el posible efecto virucida, antes de que se produzca la interacción con la 
célula diana realizamos el ensayo de neutralización. Para la infección utilizamos los 
virus NL4.3 Renilla (tropismo X4) que se preincuba con cada compuesto 30min a 
37ºC, se diluye hasta la concentración de trabajo y se infectan células MT-2. Como 
controles se utilizan virus no tratados previamente con los compuestos y dosis del 
compuesto a las concentraciones  finales existentes en la preparación del trabajo. Si la 
preincubación con el compuesto disminuye la actividad del virus es probable que se 


















Figura 97. Valoración antiVIH por ensayo de transinfección en células Raji DC-SIGN. 
Infección de células con el virus NL4.3 Renilla previamente incubadas con los 
compuestos a dos concentraciones 10 y 100g/Ml de los compuestos TLAs, SBAs y 
PCAs. Los resultados son expresados como porcentajes de infección. 
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 TLAi TLAs SBAi SBAs PCAi PCAs 
IC50 g/mL 5,9 1,21 30,9 3,91 0,395 0,501 
I.de confianza 95% 2,1-16,5 0,38-3,24 12-79 1,58-9,7 0,25-0,62 0,32-0,78 
R2 0,8501 0,8120 0,9507 0,929 0,9215 0,9351 
 
Figura 98. Valoración de la actividad antiviral por el ensayo de neutralización (morado) y control de la 
viabilidad(azul). Infección de células MT2 con el virus NL4.3 Luc en presencia de los compuestos. TLAi, 
TLAs, SBAi, SBAs, PCAi, PCAs. a distintas concentraciones que van de 0,5 a 500g/mL.  
 TLAi
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La actividad anti-VIH se produce en todos los compuestos ensayados como se puede 
observar en las gráficas, destacando los compuestos, PCAi, PCAs, TLAs y SBAs con 
un IC50 de 0,39, 0,50, 1,21 y 3,91g/mL respectivamente, además no presentaron 





























Todas las fracciones muestran actividad anti-VIH de forma dosis-dependiente en el 
ensayo de neutralización, sin mostrar citotoxicidad a las concentraciones ensayadas, 
siendo el mas activo PCAs 1. 
 SBAs1 PCAs1 TLAs1 TLAs2 
IC50 g/mL 28,01 1,17 1,31 1,16 
I. de confianza 95% 9,3-83 0,8-1,9 0,4-4,0 0,46-2,94 
R2 0,9075 0,9980 0,8172 0,8537 
 
Figura 99.  Valoración de la actividad antiviral por el ensayo de neutralización (morado) y control de 
la viabilidad (azul). Infección de células MT2 con el virus NL4.3 Luc en presencia de las fracciones 
extraídas en columna SBAs1, PCAs1, TLAs1 y TLAs2 a distintas concentraciones que van de 0,5 a 
500g/mL 
SBAs1
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Las fracciones que muestran mayor actividad anti-VIH en el ensayo de neutralización 
después de su fraccionamiento y  sin mostrar citotoxicidad a las concentraciones 
ensayadas, son PCAs1, TLAs1 y TLAs2. El resto de fracciones no figuran en la tabla 
pues presentan una actividad similar o menor a las fracciones predecesoras, como 
sucede con SBAs1, posiblemente debido a que en la purificación se pierden moléculas 
que favorecen la actividad. 
9.2. .Ensayo de actividad inflamatoria y citotoxicidad 
Debido a que en estudios previos sobre polisacáridos se demuestra la actividad 
antiinflamatoria de los mismos, en el presente trabajo tratamos de estudiar dicha 
actividad utilizando modelos “in vitro”, y centrándonos en la cuantificación de 
mediadores de la inflamación. 
Una vez que hemos obtenido los cultivos de macrófagos, los vamos a estimular con la 
producción de determinados mediadores de la inflamación y comprobar si los extractos 
a probar son capaces o no, de inhibir la liberación de eicosanoides por las células. 
Estos ensayos se realizan tanto en las fracciones obtenidas tras el tratamiento de 
Cetavlon, como las muestras purificadas. 
Los mediadores escogidos para el estudio por su relevancia fisiológica son: 
 Óxido nítrico (NO) 
 Factor de necrosis tumoral  (TNF-) 
9.2.1 Ensayo de citotoxicidad 
En el caso de las fracciones siguiendo el método de Cetavlon, se observa en general 
que a concentraciones superiores a 100M son tóxicas, aunque destacan las 
fracciones neutras, es decir, SB4, PC4 y TL4, que resultan ser menos tóxicas a las 
concentraciones ensayadas que van desde 6,5 a 200M. En la tabla señalamos la 
concentración a partir de la cual resultan ser toxicas y por tanto se descartarán para el 
ensayo de actividad antiinflamatoria. 
 
         
 
 
Tabla 13. Concentración de muestra a partir de la cual resulta ser tóxica 
En el caso de las fracciones purificadas con NaOH-etanol y diálisis, las fracciones que 
se van a ensayar que son las solubles resultan no ser ninguna tóxica a las 
concentraciones ensayadas que van desde 6,5M a 100M. 
 SBA PCA TLA 
2 >100M >100M >25M 
3 >100M >25M >12,5M 
4  >100M >100M 
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9.2.2. Ensayo de actividad anti-inflamatoria. Determinación de NO 
Muestras Cetavlon: Los resultados sobre la producción de NO se recogen en la tabla 
14 y en la Figura 100. Todas las fracciones inhiben significativamente la producción de 
NO en macrófagos intraperitoneales de ratón cepa ICR, estimulados con LPS, aunque 
con menor potencia que la sustancia de referencia, aminoguanidina. Las fracciones 
TL4 y PC4 son las que presentan mayor actividad, con un porcentaje de inhibición de 

















Tabla 14. Actividad antiinflamatoria sobre la inhibición de NO, de las distintas fracciones tras 
tratamiento con Cetavlon. Test de la t-Student : *p<0.01 ; **p<0.05 
 
Figura 100. Actividad de las fracciones obtenidas tras el tratamiento con Cetavlon sobre la 
producción de NO.  
Muestra NOM % Inhibición 
Control + 7,410,8 - 
Control - 0,030,2 - 
Aminoguanidina 100M 0,460,3 95% 
SBA2100g/mL 1,630,05* 77% 
SBA3 100g/mL 1,260,6* 82% 
SBA4 200g/mL 1,230,1* 82% 
PCA2 100g/mL 2,100,9** 68% 
PCA3 25g/mL 1,010,1* 85% 
PCA4 100g/mL 1,000,1* 85% 
TLA2 25g/mL 1,420,01* 78% 
TLA3 12,5g/mL 1,450,1* 78% 
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En la tabla figuran los máximos valores de inhibición, que en algunos casos es a una 
concentración de 200g/mL y en otros a 25g/mL, los que presentan una 
concentración menor, es porque a mayores concentraciones, resultaron ser tóxicos. 
Muestras purificadas: Los resultados sobre la producción de NO de las fracciones 
purificadas, se recogen en las tablas 15,16, y 17 y en las figuras 101,102 y 103. 
Podemos observar como todos los compuestos inhiben significativamente la 
producción de NO, en macrófagos intraperitoneales de ratón cepa ICR, estimulados 
con LPS. Los compuestos más activos son TLA sol con un IC50 de 7,4M, y PCA sol 
con un valor IC50 de 10,62 y un porcentaje de inhibición 94% que supera a la 











Tabla15. Actividad antiinflamatoria de las fracciones purificadas SBAsol . Test de la t-Student : 
*p<0.01 ; **p<0.05 
 
    Figura 101.  Actividad de las fracciones SBA sol sobre la producción de NO 
Muestra NOM % Inhibición 
Control + 7,240,5 - 
Control - 0,050,2 - 
Aminoguanidina 100M 0,520,3* 93% 
SBAs 100g/mL 0,720,6* 90% 
SBAs 50g/mL 1,62±0,3* 78% 
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Tabla 16. Actividad antiinflamatoria de las fracciones purificadas PCA . Test de la t-Student : 




















Figura 102. Actividad de las fracciones PCA sol sobre la producción de NO 
 
Muestra NOM % Inhibición 
Control + 7,240,5 - 
Control - 0,050,2 - 
Aminoguanidina 100M 0,520,3* 93% 
PCAs 100g/mL 0,430,6* 94% 
PCAs 50g/mL 1,99±0,6* 72% 
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Tabla 17.  Actividad antiinflamatoria de las fracciones purificadas PCA . Test de la t-Student : 




Figura 103 .Actividad de las fracciones TLA sol sobre la producción de NO 
 
9.2.3. Ensayo de actividad anti-inflamatoria. Determinación de TNF- 
Muestras Cetavlon:  
Para el ensayo de actividad antiinflamatoria en la determinación de TNF-, vamos a 
ensayar las fracciones obtenidas tras el tratamiento con Cetavlon que resultaron mas 
activas en el ensayo de la determinación de NO, estas fueron: SBA4, PCA4 y TLA4. 
Muestra NOM % Inhibición 
Control + 7,240,5 - 
Control - 0,050,2 - 
Aminoguanidina 100M 0,520,3* 93% 
TLAs 100g/mL 0,640,3* 91% 
TLAs 50g/mL 0,84±0,6* 88% 
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Los resultados sobre la producción de TNF-, se muestran en la tabla 18 y en la figura 
104. Todos resultaron ser activos, siendo el más activo PCA4 con un porcentaje de 
inhibición de 89% y un IC50 de 17,55M. 
 
Muestra TNF- M % Inhibición 
Control + 2,950,1 - 
Control - 0,20,1 - 
Dexametasona 1M 0,1150,4* 95% 
SBA4 100M 0,500,1* 77% 
PCA4 100M 0,330,1* 89% 
TLA4 50M 1,010,2* 66% 
 
Tabla 18. Actividad antiinflamatoria de SBA4, PCA4 y TLA4, medido a través de la inhibición en 


















Figura 104. Actividad de las fracciones SBA4, PCA4, y TLA4 sobre la producción de TNF. 
 
Muestras purificadas:  
Los resultados sobre la producción de TNF de las fracciones purificadas, se recogen 
en las tablas 25, 26 y 27 y en las figuras 105,106 y 107. Podemos observar como 
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macrófagos intraperitoneales de ratón cepa ICR, estimulados con LPS, de ellos cabe 
destacar PC sol que expresa una potencia muy similar a la de la sustancia de 
referencia dexametasona . (IC50=0.10M). Los valores de IC50 alcanzados por estos 
compuestos han sido:  SBAs  36,57M, PCAs 5,25M, TLAs 18,17M. 
 
Muestra TNF- M % Inhibición 
Control + 2,950,1 - 
Control - 0,20,1 - 
Dexametasona 1M 0,1150,4* 95% 
SBAs 100M 0,480,1* 84% 
SBAs 50M 1,070,1* 63% 
SBAs 25M 1,770,1* 40% 
 
Tabla 25. Actividad antiinflamatoria de SBAs, medido a través de la inhibición en la producción 
de TNF . Test de la t-Student : *p<0.01 ; **p<0.05 
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Muestra TNF- M % Inhibición 
Control + 2,950,1 - 
Control - 0,20,1 - 
Dexametasona 1M 0,1150,4* 95% 
PCAs 100M 0,260,1* 91% 
PCAs 50M 0,680,1* 77% 
PCAs 25M 1,070,1* 63% 
 
Tabla 26.  Actividad antiinflamatoria de PCAs, medido a través de la inhibición en la producción 
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Tabla 27. Actividad antiinflamatoria de TLAs, medido a través de la inhibición en la producción de 




Figura 107. Actividad de las fracción purificada TLAs sobre la producción de TNF. 
 
 
Muestra TNF- M % Inhibición 
Control + 2,950,1 - 
Control - 0,20,1 - 
Dexametasona 1M 0,1150,4* 95% 
TLAs 100M 0,700,1* 76% 
TLAs 50M 1,050,1* 64% 





































































































En la búsqueda de nuevas sustancias farmacológicamente activas dentro del 
reino vegetal existen diversos criterios para elegir el material a estudiar. Uno de ellos 
es la denominada búsqueda etnobotánica, donde se escogen plantas utilizadas 
ancestralmente por culturas locales para combatir o paliar determinadas dolencias, 
plantas que les resultan tóxicas o que les sirven de alimento. Con algunas 
matizaciones, este tipo de búsqueda coincide con nuestra forma de selección de la 
materia prima. El desarrollo en la utilización de recursos naturales no sólo incluye el 
uso directo medicinal, sino también la extracción de los principios activos, su 
elucidación estructural, y el modelado de nuevas moléculas a partir de ellos, que 
presenten mayor efecto y menor toxicidad. 
En el marco del proyecto de investigación CYTED, se plantea el estudio de 
diferentes especies de América del Sur, como posibles agentes antivirales. En el 
presente trabajo, se ha examinado la actividad antiviral de las sumidades floridas de 
las especies, Satureja boliviana (Lamiaceae), y Phoradendron crassifolium 
(Loranthaceae), especies recogidas en el Altiplano Boliviano, así como una especie 
anteriormente estudiada por nuestro grupo de trabajo, Tuberaria lignosa (Cistaceae), 
recogida en la zona centro de la Península Ibérica. 
El uso tradicional de la familia Cistaceae nos habla de especies diuréticas, 
antipiréticas, antiulcerosas y fijadoras aromáticas, muy útiles en perfumería. La 
especie T. lignosa es utilizada en medicina tradicional en procesos inflamatorios y 
desinfección de heridas (Pieroni et al., 2006) y se ha atribuido al extracto acuoso una 
acción antiulcerosa, antiinflamatoria (Yesilada et al., 1997) y también antiviral, siendo 
responsable de esta última actividad su riqueza en elagitaninos (Bedoya et al., 2001, 
Bedoya et al., 2010). 
El género Satureja, perteneciente a la familia Lamiaceae (Labiatae) y que 
agrupa 200 especies aromáticas, se utiliza tradicionalmente en forma de cataplasma 
para el reumatismo, para la migraña, el “sorotje” o mal de altura, como estomáquico, 
para lavar heridas infectadas, y en resfriados. Es un género reconocido por sus 
numerosos efectos terapéuticos y diferentes especies presentan efectos analgésicos 
(De Rojas 1999), antisépticos, antimicrobianos (Tumen et al., 2000, Aeri et al., 2006, 
Saadat et al., 2004, Azaz et al., 2005, Sefidkon et al., 2004, Eftekhar et al., 2009, 
Skocibusic et al., 2008), antivirales (Abad et al., 1999, Yamasaki et al., 1998), 
antioxidantes debido sobre todo a sus aceites esenciales (Madsen et al., 1998, 
Radonic and Milos, 2003, Exarchou et al., 2002, Basiri et al., 2007, Ortet et al., 2009), 
protectores de la toxicidad a la ciclofosfamida utilizada para el tratamiento de cáncer 
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(Redvanfar et al., 2008), antiproliferativos, antiprotozoarios (Tariku et al., 2010), 
antifúngicos (Boyraz and Ozcan 2006, Sokovic et al .,2002, Glamoclija et al., 2006), 
antidiabéticos (Basin et al., 2007, Saadat et al., 2004), antiinflamatorios con efectos 
similares a prednisolona e indometacina (Amanlou et al., 2005, Ghazanfari et al.,2006), 
anticolinesterasa (Silva et al., 2009), y actividad vasodilatadora.  
          El género Phoradendron, muérdago americano, ha sido usado en medicina 
popular para el dolor de cabeza, como antiinflamatorio, y en el tratamiento de tumores 
epiteliales (Stein et al., 1998), de desórdenes femeninos, gastrointestinales, como 
análgesico, gripe y como vermífugo (Agra et al., 2007; Días et al., 2007). En infusión, 
para dolores reumáticos, cólicos nefríticos, en cataplasma, para el dolor de cabeza, 
dolor reumático, fracturas y como antiinflamatorio (Girault et al., 1987; Oblitas et al., 
1992; Muschietti et al., 1996). 
Diversas especies de este género poseen actividad antitumoral en general (Braun et 
al., 2002, Endo et al., 1989, Johanson et al., 2003, Ríos et al., 2001, Jacobo–Salcedo 
et al., 2011). Li et al. (2002) describen una proteína capaz de unirse al DNA, 
antiinflamatoria y antioxidante (Vasconcellos et al., 2009), y en la especie empleada en 
el presente trabajo se ha descrito actividad protectora gástrica y antiviral (Gonzales et 
al., 2000, Abad et al., 1999,). 
El objetivo de este trabajo persigue el descubrimiento, obtención y 
caracterización de nuevos compuestos de origen natural frente a virus, destacando y 
profundizando en la actividad sobre el VIH, virus responsable del SIDA, en su baja 
toxicidad y su potencial uso como agentes terapéuticos. Aunque ya existe un largo 
arsenal terapéutico contra el VIH, la aparición de efectos secundarios, la dificultad en 
el seguimiento terapéutico por parte del paciente y la elevada capacidad replicativa del 
VIH, conlleva un aumento de la variabilidad, que se traduce en la aparición de 
variantes virales resistentes a fármacos. De ahí la necesidad de obtener nuevas 
moléculas con actividad anti-VIH con al menos igual potencia pero menos tóxicos y 
que estén dirigidos preferiblemente a diferentes etapas del ciclo biológico. La aparición 
de nuevas formas de administrar los agentes antivirales abre un escaparate a la 
aplicación de nuevas tecnologías encaminadas a mejorar la prevención de la 
enfermedad previa al tratamiento (Terris-Prestholt et al., 2013), que los pacientes 
podrían aplicarse correctamente, facilitando el seguimiento terapeútico (Friend et al., 
2013). 
Dado que dos de las plantas utilizadas son especies americanas de origen 
boliviano cuya recolección se escapa a nuestro control, se ha considerado importante 
establecer las bases micrográficas de reconocimiento de las especies, que permitan 
Discusión 
 





identificar el material enviado desde Bolivia, a fin de aislar el/los principio/s 
responsables de la actividad antiviral puesta de manifiesto en el presente trabajo. Se 
procedió por tanto a realizar los ensayos de identificación como se hace habitualmente 
antes de emplear una droga en terapéutica. Estos ensayos permiten la identificación y 
posibles adulteraciones dando información adicional sobre su estado de conservación, 
ya que de ello dependerá su eficacia. Se realizaron ensayos botánicos microscópicos 
y no de identificación histológica debido a que la droga se recibió de forma 
pulverizada, identificando a través de los elementos y contenidos celulares las 
especies y drogas correspondientes. 
  Los extractos fueron evaluados mediante técnicas de cribado que nos permiten 
una evaluación rápida de su toxicidad y actividad antiviral. Como paso preliminar en el 
cribado y caracterización de la actividad antiviral de cada planta, se obtuvo el extracto 
etanólico y acuoso, como representantes de las formas de administración más 
utilizadas tradicionalmente. 
Para realizar el ensayo de actividad antiviral hemos escogido, en primer lugar, el 
ensayo de protección del efecto citopático (ECP), donde se evalúa la actividad antiviral 
además de la posible toxicidad de los extractos, sin tener en cuenta la fase del ciclo 
viral en la que intervienen. En el caso de VIH el ensayo que hemos realizado es el de 
viabilidad celular, que mide la actividad antiviral de forma indirecta sin cuantificar la 
replicación del VIH, pero tiene la ventaja de permitir la evaluación simultánea de la 
actividad y la toxicidad de los extractos. 
 En primer lugar se ensayaron los extractos acuosos y etanólicos de las 
distintas especies sobre una batería de cuatro virus representativos: VHS, VSV, 
Poliovirus tipo-1 y VIH con diferente morfología (Virus ADN con envuelta, ARN, ARN 
con envuelta y retrovirus ARN con envuelta, respectivamente), estudiando su 
mecanismo de multiplicación y la toxicidad de los extractos sobre células HeLa 
(células de carcinoma de útero humano) y células MT-2 y RAJI DC-SIGN (líneas 
celulares linfoblastoides) en el caso de VIH. 
Como se esperaba, los extractos etanólicos han resultado más tóxicos sobre las 
células HeLa, RAJI y MT-2 que los extractos acuosos, detectándose toxicidad a  
concentraciones inferiores a las necesarias para inhibir la infección por el virus. Por 
ello, se descartó la evaluación de su potencial actividad antiviral a mayores 
concentraciones. Por tanto, la actividad antiviral reside mayoritariamente en los 
extractos acuosos, como ya se había descrito en otros trabajos (Sánchez Palomino et 
al., 2002, Bedoya et al., 2005). Ninguno de los extractos ensayados resultó ser activo 
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frente al virus de la polio, pero todos presentaron actividad frente a los restantes virus 
excepto el extracto de PCA sobre VSV. 
 El extracto acuoso de P. crassifolium (PCA) es efectivo frente al VHS en un 
rango de concentración de 125 a 500 g/mL, presentando un IC50 de 48,09 M. 
Los mejores resultados fueron conseguidos con los extractos acuosos de S. boliviana 
(SBA), con un rango de actividad antiviral sobre VHS de 10-50 g/mL e IC50 30 µM, 
aunque resulta ser algo mas tóxico que el anterior. 
 Frente al VSV, resulta activo el extracto acuoso de la especie S. boliviana 
(SBA), que inhibe la replicación de este virus en un rango de concentración de 50 a 
250 g/mL con un IC50 18,49 µM.  
 En cuanto a Tuberaria lignosa (TLA), tanto el extracto acuoso en un rango de 
concentración de 20 a 50 g/mL y con un IC50 de 37,15 M, como el extracto 
etanólico (TLB) en un rango de 25-100 g/mL con IC50 34,19 M, resultan ser activos. 
 A la vista de estos resultados, se decidió profundizar en el estudio, frente a 
todos los virus ensayados, de los extractos acuosos activos, teniendo presente que 
son la forma tradicional de utilización de estas especies medicinales, descartando los 
etanólicos. También se descartó la posibilidad de aumentar el rango de 
concentraciones de los extractos etanólicos debido a la clara falta de actividad en 
estos extractos y a la citotoxicidad de los mismos.  
 Para de tratar de aislar los compuestos responsables de la actividad, y una vez 
liofilizadas las infusiones activas, solubilizamos con etanol 70º, obteniendo para cada 
infusión una fracción soluble en etanol y otra que precipita en las mismas condiciones, 
fraccionando de esta manera los principios activos solubilizados en el agua. 
 Antes de comenzar con el ensayo de actividad antiviral, se dializaron los 
extractos contra agua con el fin de eliminar las moléculas de pequeño tamaño de la 
preparación. De este modo, hemos evaluado la actividad de las macromoléculas y 
polímeros con tamaño mayor de 12-14 kDa. 
 Para los ensayos de actividad antiviral de las distintas fracciones se ha 
escogido un rango de concentración que va de 0-250 μg/mL, teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos con los extractos totales. Asimismo, para el seguimiento de la 
actividad antiviral y en base a los resultados anteriores, se ensayaron las fracciones 
obtenidas de la infusión de Phoradendron. crassifolium frente al VHS, las de Satureja 
boliviana  frente al VSV, y las de Tuberaria lignosa frente al VIH. 
El ensayo de las fracciones de P. crassifolium sobre VHS, demostró que la 
fracción soluble en etanol PCA0 no es activa, ya que la viabilidad de las células en 
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presencia del virus  se mantuvo constante independientemente de la concentración de 
extracto añadida.  
 Además, a partir de 100 μg/mL resulta tóxica para las células HeLa. La 
fracción insoluble en etanol PCA1, presentó una clara actividad antiviral a partir de 125 
μg/mL, con IC50 145M, llegando a recuperar hasta un 70% de las células infectadas. 
El ensayo de actividad antiviral sobre VSV se llevó a cabo con las fracciones 
soluble e insoluble en etanol de la infusión de S. boliviana. Al igual que en el caso 
anterior, la actividad reside mayoritariamente en la fracción insoluble (SBA1), 
recuperando cerca de un 90% de las células infectadas a 50 g/mL (IC50 9,6M). 
En el ensayo de actividad antiviral sobre VIH con T. lignosa se observaron 
niveles similares de actividad para los dos extractos, soluble (TLA0) e insoluble 
(TLA1), en todo el intervalo de concentraciones ensayado, recuperando cerca del 80% 
de las células infectadas, con IC50 de 31,50 M y 40,33 M respectivamente. Ambos 
extractos presentaron diferente grado de citotoxicidad, que en TLA0 comenzó a una 
concentración de 60 g/mL, mientras que en la fracción precipitada TLA1 no se 
detectó a la máxima concentración ensayada y por tanto es mayor de 100 g/mL. 
A la vista de los resultados obtenidos en estos ensayos nos pareció 
sumamente interesante concentrarnos en el estudio de las fracciones insolubles en 
etanol, que resultaron ser las más activas. El alto peso molecular de la muestra, que 
queda retenida en una membrana de diálisis de tamaño de corte 12-14 kDa, junto con 
el hecho de haberla obtenido de una infusión precipitada con etanol (los taninos 
deberían haber quedado en el extracto soluble en etanol), nos hace sospechar de su 
posible naturaleza polisacarídica. 
Antes de continuar con la purificación se realizaron una serie de reacciones 
cualitativas con objeto de acercarnos a determinar la naturaleza química de los 
extractos seleccionados. Para ello, determinamos el contenido en azúcares totales, 
proteínas y ácidos urónicos en las fracciones seleccionadas, concluyendo que las 
muestras insolubles en etanol y que resultan ser activas frente a virus, son ricas en 
azúcares y ácidos urónicos. También procedimos a realizar una cromatografía en capa 
fina, procediendo previamente a una hidrólisis, que nos dio una idea sobre la 
composición en azúcares de los extractos. El comportamiento de las fracciones en las 
distintas pruebas cromatográficas nos ayudó a fijar los solventes y las condiciones 
idóneas para obtener un mejor fraccionamiento y análisis de las mismas. 
 Como resultado, se comprobó que todas las fracciones diferían únicamente en 
la cantidad de monosacáridos. Se trata de polisacáridos, cuya composición 
aproximada en monosacáridos sería: glucosa, arabinosa, manosa, galactosa, xilosa, 
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ramnosa y ácido galacturónico diferenciándose en el azúcar principal que para el caso 
de SBA es glucosa, presentando además mayor proporción de ácido galacturónico y 
arabinosa en el caso de TLA y PCA.  
Estos precipitados en etanol, ricos en polisacáridos, fueron dializados frente a 
agua en membranas de exclusión de 12-14 kDa y posteriormente fraccionados 
mediante el método de Cetavlon (Zhang et al., 1997). Este reactivo es una sal de 
amonio cuaternario capaz de unirse a los radicales ácidos presentes en la muestra, 
produciendo su precipitación. Este método de aislamiento es uno de los mas 
habituales utilizados en el aislamiento de polisacaridos dotados de actividad 
farmacologica y que aparece reseñado en diferentes publicaciones (Yamada et al., 
1989, 1990, 1991, Kiyohara  et al., 1990, Cañigueral  et al., 1993, Zhao  et al., 1993, 
Sakurai  et al., 1996, Zhang  et al., 1997, Eyncor  et al., 2008) nos permitió separar, en 
función de su acidez, tres subfracciones: una fuertemente ácida, otra débilmente ácida 
y otro neutra. Se comprobó que todas las fracciones (excepto SBA-3) contenían 
cantidades variables de carbohidratos neutros, aunque la proporción de este tipo de 
compuestos fue menor de lo esperado si el tratamiento con Cetavlon hubiera 
conducido a una precipitación selectiva de polisacáridos. Con objeto de determinar si 
los compuestos aislados presentaban algún componente fenólico y, en su caso, 
comprobar de qué tipo era, se hicieron también una serie de ensayos cualitativos. Tal 
y como se esperaba, concluimos que no existían ni taninos elágicos, ni catequinas, 
pero sí algún otro tipo de compuesto fenólico.  
En todo caso, este fraccionamiento nos llevó a una mayor purificación de diferentes 
componentes de los extractos, ya que los resultados obtenidos del análisis mediante 
CG-EM indicaron que las fracciones neutra, débilmente ácida y fuertemente ácida de 
cada uno de ellos se diferenciaban en la proporción de ácido galacturónico. Pero este 
mismo análisis cromatográfico reveló además, la existencia de otros compuestos no 
glucídicos, tales como ácido azeláico, subérico y palmítico, mediante la comparación 
de sus espectros de masas con los recogidos en la base de datos Wiley-NIST08. Los 
ácidos grasos pueden proceder, probablemente, de las paredes celulares de tejidos 
epidérmicos. Algunos de estos resultados fueron corroborados por los espectros de 
1H-RMN, en los que aparecen señales atribuibles a glicerol y a lípidos, observándose 
una señal más intensa en la región anomérica de carbohidratos en las fracciones en 
las que se detectó mayor contenido en carbohidratos neutros, que se corresponderían 
con las fracciones neutras obtenidas tras el tratamiento con Cetavlon, TLA-4, SBA-4 y 
PCA-4. Las señales de carbohidratos de las fracciones débilmente ácidas y 
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fuertemente ácidas, TLA-2, SBA-2, PCA-2, TLA.3, SBA-3 y PCA-3 fueron débiles o 
inexistentes, confirmando los datos químicos.  
Con estos datos, decidimos proseguir el estudio solo con las fracciones neutras, PCA-
4, TLA-4 y SBA-4 y tratar de abordar la purificación de compuestos activos a partir de 
ellas. 
           Para ello, recurrimos a la cromatografía de exclusión molecular, pero el 
resultado de esta separación cromatográfica rindió fracciones con la misma 
composición en monosacáridos y con sustancias no glucídicas, que eluían 
conjuntamente con los polisacáridos y que dificultaron claramente la obtención de 
fracciones glucídicas limpias.  
          Las fracciones obtenidas tras el paso cromatográfico resultaron tener diferente 
grado de actividad antiviral. Se comprobó que aquéllas que presentaban un mayor 
peso molecular y/o eran mayoritarias en polisacáridos, con menor proporción de 
componentes no glucídicos , tenían mayor actividad. Estudios recientes apuntan que 
existe una relación entre la actividad antiviral de polisacáridos y su peso molecular 
(Dong C.X. et al., 2012). 
           Puesto que todas las fracciones seguían conteniendo componentes no 
glucídicos incluso tras su paso por la columna de exclusión molecular se varió la 
estrategia de purificación, utilizando un tratamiento alcalino seguido de una 
precipitación con etanol y diálisis para tratar de eliminar proteínas, lípidos y otros 
compuestos susceptibles de ser degradados y/o solubilizados en estas condiciones. 
            Tras la eliminación de la mayoría de los componentes no glucídicos, 
comprobamos que la actividad antiviral se mantenía, lo que nos hizo apuntar 
directamente a los polisacáridos presentes en los extractos como responsables de la 
misma.  
A pesar de haber conseguido eliminar las impurezas no glucídicas, la 
precipitación con Cetavlon, como ya hemos comentado anteriormente, no permitió 
separar polisacáridos con distinta composición en monosacáridos. La parte glucídica, 
aunque aparecía en mayor proporción en las fracciones neutras, se presentaba 
repartida entre todas y además tras el intento de purificación se obtuvieron  mezclas 
excesivamente complejas, difíciles de tratar, y de caracterizar. Por todo ello, y tratando 
de recuperar la mayor cantidad de carbohidratos posible, retornamos a los extractos 
originales, tratándolos primero con álcali, precipitación con alcohol y posterior diálisis 
contra agua, donde se eliminaron los productos de degradación no deseados, y nos 
quedaron muestras enriquecidas en carbohidratos. 
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  Como resultado de este tratamiento, se obtuvieron dos fracciones, una 
mayoritaria (4-5 veces más abundante), soluble en agua (PCAs, SBAs y TLAs), con un 
contenido en azúcares neutros de entre 66-73% y otra insoluble (PCAi, SBAi y TLAi), 
con 23,7-41.1% de carbohidratos neutros y mayor contenido en ácidos urónicos, 
posiblemente responsables de su difícil disolución. El análisis de monosacáridos de las 
fracciones solubles e insolubles de las tres especies demostró que contenían los 
mismos componentes, aunque en distintas proporciones, siendo la arabinosa y la 
glucosa los componentes más abundantes en todos los casos. Las fracciones 
insolubles contenían además una elevada proporción de ácido galacturónico, lo que 
justificaba su resistencia a la hidrólisis ácida y su extrema insolubilidad. Teniendo en 
cuenta la composición detectada en las fracciones insolubles, podemos sugerir que 
contienen material de naturaleza péctica. Las pectinas son elementos estructurales 
presentes en la pared celular primaria y en las regiones intercelulares de plantas 
superiores que cumplen, entre otras, funciones estructurales y de mantenimiento de la 
hidratación. La estructura de los polisacáridos pécticos es variada. Los 
homogalacturonanos están formados por cadenas de ácido galacturónico, más o 
menos esterificado, unido mediante enlaces -(14), mientras que los 
ramnogalacturonanos I y II contienen monosacáridos neutros en su estructura (Thakur 
et al., 1997). En nuestro caso, la fracción aislada parece ser una pectina insoluble en 
agua, lo que corresponde con polímeros de alta masa molecular y bajo grado de 
esterificación. La insolubilidad de este material no permitió su ulterior caracterización 
mediante las técnicas físico-químicas a nuestro alcance. 
Sin embargo, los tipos de unión glicosídica entre los monosacáridos de las tres 
fracciones solubles pudieron ser deducidos a partir del análisis de metilación, 
demostrando que  se trataba de polisacáridos ramificados extremadamente complejos. 
La naturaleza de estos tipos de enlace coincidía en su mayoría para las tres muestras, 
aunque se detectaron cambios sustanciales en sus proporciones como puede 
observarse en la tabla 9. 
             Del análisis conjunto de los resultados cromatográficos y de RMN mono y 
bidimensional, se desprende que las fracciones solubles contienen una mezcla de 
polisacáridos pécticos. Los componentes del arabinano y de los arabinogalactanos I 
(AGI) y II (AGII), polímeros que conforman las cadenas laterales neutras del 
ramnogalacturonano I (RG-I) (Fig.XXX), aparecen representadas en diferentes 
cantidades en las tres muestras estudiadas. El arabinano está formado por unidades 
de -arabinofuranosa (-Araf) unidas mediante enlace (1 5), ramificada en sus 
posiciones O-2 y O-3 por una -Araf. El arabinogalactano I es una cadena de -
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(14)-Galp parcialmente sustituida en O-3 por una -Araf y el arabinogalactano II es 
un polímero muy ramificado con unidades de galactopiranosa unidas en -(13)- 
sustituido por cadenas cortas de -(16)-Galp en el exterior. A su vez, éstas se 
ramifican con cadenas de (13)- o (15)--Araf, componentes también detectados 
en el presente análisis. Las pequeñas proporciones de ramnosa y ácido galacturónico 
detectadas en el análisis son atribuibles a restos del esqueleto principal de RG-I. 
También se observan componentes que podrían proceder del xiloglucano, 
componente hemicelulósico de la pared celular caracterizado por tener un esqueleto 
de -(14)-glucopiranosa parcialmente sustituido en O-6 por cadenas laterales más o 













Figura108.  Representación esquemática de la estructura del ramnogalacturonano I. Imagen tomada de 
www.ccrc.uga.edu/~mao/rg1/rg1.htm. 
 
Fracción PCA soluble. El componente mayoritario es la arabinofuranosa y el tipo de 
enlace predominante en esta fracción es (15), aunque también se detectaron puntos 
de ramificación en O-2 y O-3 y residuos terminales. Todo ello indica que la fracción 
soluble contiene arabinano, uno de los polímeros neutros que constituyen las cadenas 
laterales del ramnogalacturonano I (RG-I). Otro producto mayoritario detectado en el 
análisis es la galactopiranosa, que se encuentra unida principalmente en (13,6), con 
cantidades menores de enlaces (13) y (16). Estos resultados sugieren la 
existencia de otro componente de las cadenas laterales neutras de RGI, el 
arabinogalactano II (AGII).  
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A pesar de que en esta fracción se detectó también (14)-Galp, los resultados no 
permiten confirmar la presencia de arabinogalactano I (AGI), ya que no se hallaron 
unidades de (13,4)-Galp características de dicho polímero.  
Además se detectó también glucopiranosa, principalmente unida en (14), cuya 
presencia ha sido descrita en otros extractos pécticos (Westereng et al., 2008) y 
pequeñas cantidades de manosa. 
 
Fracción TLA soluble. También en este material el componente mayoritario es la 
(15)-arabinofuranosa, bastante ramificada en O-2 y O-3, sugiriendo la existencia de 
arabinano. La cantidad de galactopiranosa en este caso es mucho menor, y está unida 
principalmente mediante enlaces (13,6), (13) y (16), compatibles con la 
estructura del arabinogalactano II (AGII). Pero además, en este caso se detectó 
(13,4)-Galp junto con (14)-Galp lo que concuerda con la presencia de 
arabinogalactano I (AGI), y pequeñas cantidades de manosa. 
 
Fracción SBA soluble. En esta fracción, el componente más abundantes es (14)-
Glcp (17,2%). Como se ha comentado anteriormente, este tipo de unidades ha sido 
descrito en muestras similares, pero no es componente de las pectinas. Un 
componente de la hemicelulosa, el xiloglucano, contiene este tipo de unidades, pero la 
ausencia de xilosa detectable en la muestra descarta la presencia de dicho polímero. 
Otros polisacáridos vegetales ricos en estas unidades son la celulosa y el almidón. El 
primero es el polisacárido estructural por excelencia, altamente insoluble, mayoritario 
en la pared celular vegetal y formado por una cadena lineal de (14)--Glcp. El 
almidón es el polisacárido de reserva de las células vegetales y químicamente es un 
(14)--glucano, parcialmente ramificado en O-6 en sus cadenas de amilopectina. 
Con los datos de los que disponemos, no es fácil discernir de cuál de los dos 
polímeros se trata, aunque quizá sea más plausible que se trate de una pequeña 
cantidad de celulosa solubilizada durante el tratamiento. 
El segundo tipo de enlace predominante es (13,6)-Galp (14,1%). La presencia de 
este compuesto y de cantidades menores de enlaces (13)- y (16)-Galp y (13)- y 
(15)-Araf indica que el material analizado contiene también una cantidad 
considerable de AGII.  
La arabinosa se encuentra principalmente enlazada como (15)-Araf, (12,5)-Araf y 
(13,5)-Araf. Por ello, se deduce que esta fracción contiene arabinano, aunque en 
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proporción menor que la muestra PCA soluble, lo que coincide con los datos derivados 
del análisis de monosacáridos. 
Por último, la presencia de (14)-Galp y (13,4)-Galp concuerda con la presencia de 
arabinogalactano I (AGI) en la fracción soluble de SBA. 
 
Para evaluar la actividad antiviral de las fracciones solubles de las tres 
especies, comenzamos trabajando con una batería de virus representativos donde se 
encontraban virus ADN, ARN, con envuelta, sin envuelta y retrovirus. Los resultados, 
en los cuales se puso de manifiesto la acción antiherpética y antiVIH de las fracciones 
sin presentar acción sobre el virus de la Polio, nos condujeron a pensar que la 
envuelta del  virus  estaba implicada en dicha actividad, ya que tanto VHS como VIH la 
poseen mientras que en Polio no existe. Numerosos estudios describen una acción 
antiviral de polisacáridos en VIH y VHS, apuntando que actúan inhibiendo la adsorción 
del virus a células Vero (Bouhlal et al., 2011) (Mandal et al., 2010). En el caso de 
fucoidanos, su acción antiherpética es bien conocida y ahora se describe también su 
acción anti-VIH (Trinchero et al., 2009), así como la de los carragenanos tanto ˝in vitro˝ 
como ˝in vivo˝ (Altini et al.,2010) o la de la celulosa sulfato activa en VHS-1 y VHS-2 
(Anderson et al, 2000). En un estudio reciente, se describe una acción sobre la 
envuelta del VHS-2 similar a la que se describe para la envuelta del VIH. Los 
polisacáridos neutros parecen ejercer su acción principalmente mediante la inhibición 
en la adsorción del virus a la membrana de la célula huésped. De acuerdo con la 
opinión más aceptada, la interacción entre el VHS-2 y las cadenas de heparin sulfato 
(HS), depende de las asociaciones múltiples entre la carga positiva de residuos 
aminoacídicos de los sitios de unión HS-glicoproteínas virales y la carga negativa de 
los grupos sulfato/carboxilato de las cadenas de HS (Dong et al., 2012). 
              Este hecho, también nos lleva a plantearnos cual sería el mecanismo de 
acción. Podríamos pensar que tendría que ver con la envuelta y la unión del virus a la 
célula para infectarla, en este caso estaríamos hablando de la fase temprana en el 
proceso de infección del virus, donde se produce la adsorción y la fusión de la 
partícula viral a la célula. La primera etapa de la infección por VIH es la fijación y la 
entrada del virus en la célula, y para ello ciertas células como los linfocitos T, 
monocitos/macrófagos y otras, presentan en su superficie el antígeno CD4+. Se 
produce una interacción de alta afinidad entre una proteína de la cubierta gp 120 del 
virus, y el antígeno CD4 de la superficie celular. Este reconocimiento es condición 
obligada para que el virus llegue a penetrar en la célula, y va seguido de un cambio 
conformacional en la proteína gp120 (Gatell et al., 2011). 
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La interacción inicial entre el VIH y la célula, puede ser facilitado por interacciones no 
específicas entre dominios con carga positiva en gp120, y proteoglicanos con carga 
negativa en la membrana celular, o por interacciones específicas con lectinas tipo C o 
heparanatos como las moléculas DC-SIGN o L-SIGN de la superficie celular de células 
dendríticas o macrófagos tisulares. Este último caso, denominado sinapsis viral, es 
llevado a cabo por estas células presentadoras de antígenos, que pueden capturar las 
partículas virales vía receptores de lectinas tipo C (DC-SIGN), para luego presentarlas 
a los linfocitos CD4+. Según se plantea en estudios llevados a cabo con polisacáridos, 
su acción estaría relacionada con el ataque del virión a la célula huésped, tal es el 
caso de los ya estudiados polisacáridos sulfatados, como los carragenanos (McGowen 
et al., 2006), otros polisacáridos también extraídos de algas (Morya et al., 2012). 
(Wijesinghe & Jeon, 2012), (Haslin et al., 2001), (Bouhlal et al., 2011), (Poli et al., 
2010), (Esteves et al., 2011), (Harden et al., 2009), (Zhu et al., 2006), (Wang et al., 
2010a), (Bandyopadhyay et al., 2011), (Ohta et al., 2009), y los extraídos de plantas 
terrestres (Wang et al., 2008b), (Sakagami et al., 2011). (Bandyopadhyay et al., 2011). 
Algunos polisacáridos que presentan manosa en su estructura resultan ser activos. Al 
unirse a los receptores manosa específicos de las células dendríticas y evitar al tiempo 
la unión del propio virus, se produce una competición, y por tanto se evita que 
posteriormente sea presentado a las células T (Martinez Avila et al., 2009). 
              Esta unión a estructuras celulares o adhesión, podría ser nuestro caso, una 
posible diana para nuestros compuestos, por ello, en el presente trabajo realizamos 
dos ensayos; en un primer caso, el ensayo de inhibición de la infección en trans 
mediada por células Raji DC-SIGN, las células dendríticas presentes en el tracto 
genital, son una de las primeras células que se encuentra el VIH durante la 
transmisión sexual por la mucosa. (Nasr, et al., 2014),son donde incubamos 
previamente nuestros compuestos con las células dendríticas presentadoras de 
antígenos. La preincubación de polisacáridos con las células antes que con virus es 
necesario para que la inhibición sea efectiva.(Bouhlal et al.,  2011). Las muestras TLAs 
y PCAs resultaron ser las mas activas, presentando un 50% y un 49% de inhibición, 
con un IC50 de 78,7 µg/mL y 73µg/mL respectivamente. Estos dos compuestos 
contienen en su composición una pequeña cantidad de manosa, que podría actuar 
uniéndose al receptor DC-SIGN, y por tanto bloqueando la unión del propio virus a la 
célula presentadora de antígeno, la célula dendrítica. Los valores de inhibición no son 
muy llamativos probablemente debido a la mínima cantidad de manosa presente en 
los mismos. Según Martinez–Avila et al., en un estudio llevado a cabo en 2009, se 
describe como diferentes densidades de oligomanósidos presentan diferente actividad, 
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decreciente a medida que disminuye la densidad, un 10% de densidad en manosa 
presenta menor actividad antiviral que un 50%.  
  El segundo ensayo que hemos realizado es el ensayo de neutralización, donde 
intentamos descubrir si se produce una actuación directa sobre la partícula viral, 
desestructurando su envuelta, o uniéndose inespecíficamente a las glicoproteínas 
gp120 o gp41, bloqueando entonces su unión al receptor. La preincubación de los 
compuestos durante 30 minutos produciría la pérdida de infectividad del virus si su 
mecanismo de acción fuese el antes descrito como efectivamente ocurre con nuestras 
muestras, donde todas se mostraron activas, destacando los compuestos SBAs, SBAi, 
PCAi, y PCAs que presentan un IC50 de 1,8µg/mL, 24µg/mL, 2,4 µg/mLy 2,71g/mL 
respectivamente. En cuanto a las fracciones, tras Cromatografía de Exclusión 
Molecular, que muestran mayor actividad anti-VIH por este ensayo de neutralización, 
tenemos PCAs1, TLAs1 y TLAs2, con un IC50 de 1,17µg/mL, 1,31µg/mL y 1,16µg/mL, 
aunque respecto a las fracciones anteriores pierden algo de actividad. Posiblemente al 
someter las muestras a SEC se han podido perder algunas moléculas que favorecían 
la propia actividad.  
Varios autores han propuesto que la interacción con la glicoproteína viral gp120 
se produce por compuestos polianiónicos Los inhibidores polianiónicos de VIH-1 
comprenden una familia de compuestos que son generalmente considerados 
inhibidores de la entrada, describiendo interacciones electrostáticas, incluso algunos 
detallan que la interacción se produce con el dominio V3 de la gp120, (Scordi-Bello et 
al., 2005), estos son carragenano, celulosa sulfato, poliestireno sulfonato (Pirrone et 
al., 2011) y albúminas cargadas negativamente. 
Nuestros compuestos describen una actividad antiviral dosis dependiente, y 
algo importante es que tanto en el ensayo de neutralización como en el de DC-SIGN 
tratamos el virus y las células dendríticas respectivamente con los compuestos, antes 
de efectuar la infección o el contacto célula-virus y ello determina, que la actividad se 
produce en las fases previas a la infección y no inmediatamente después de infectar, 
actúa antes de que el virus entre en contacto con la célula.  
Lo que sí queda claro es que nuestros compuestos actúan neutralizando el virus a 
nivel de la membrana, es decir bloqueando algún receptor. Posiblemente al tratarse de 
polisacáridos pécticos es decir, compuestos polianónicos, se unan por interacción 
electrostática no específica al receptor gp120 con carga positiva, desestructurando la 
partícula viral, o inactivando su capacidad de infección y esta unión a estructuras 
celulares, podría actuar simplemente como un mecanismo de retención del compuesto 
hasta que este ejerciese su acción. Los viricidas son un grupo de inhibidores cuya 
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acción es precisamente esta, de tal forma que podríamos englobar nuestros 
compuestos dentro de este grupo. Un estudio reciente describe actividad antiviral de 
un polisacárido péctico aíslado de Portulacca olecacea L. (Portulacaceae). Este 
polisacárido es una pectina con cantidades apreciables de ácido galacturónico, 
galactosa, ramnosa y arabinosa (Dong et al., 2010). 
                Entre 1999 y 2013 se han realizado 24 estudios clínicos en fase II  y III. De 
éstos, 20 se han completado y de ellos 6 han demostrado efectividad en la prevención 
de VIH, la mayoría de los estudios con éxito fueron para profilaxis, preexposición en 
administración oral, y solo un ensayo con microbicida tópico en forma de gel ha 
resultado ser efectivo. (Gengiah, et al., 2014). 
             El principal inconveniente de los polisacáridos parece ser su baja 
biodisponibilidad por vía oral (Peng et al., 2008) y la trombocitopenia en administración 
intravenosa. Esto provoca que únicamente puedan ser utilizados como antivirales de 
uso tópico (de Clerq et al,. 1995).  
             De hecho, es importante destacar que ya desde hace una década se están 
desarrollando formulaciones en forma de geles con polisacáridos como microbicidas, 
es decir aplicados en las mucosas, para prevenir infecciones. En el apartado de 
agentes antivirales, se han descrito los microbicidas hasta ahora ensayados y su uso 
actual. 
La mayoría de los ensayos clínicos realizados con candidatos a microbicidas 
entre los que encontramos algún polisacárido como el sulfato de celulosa, parecen 
presentar gran actividad viricida en un amplio espectro de patógenos en enfermedades 
de transmisión sexual (McGowan et al., 2006) pero a la vez son capaces de irritar la 
mucosa, dando lugar a un proceso inflamatorio que favorece la infección. El VIH para 
infectar las células diana debe evitar una serie de barreras mecánicas, químicas y 
biológicas intrínsecas, la estructura del tracto genital femenino constituye la primera 
línea de defensa contra el VIH. (Kaushic et al., 2010). Es importante destacar que el 
mal estado de la mucosa favorece la infección por VIH, es por ello que la inflamación 
resulta ser un factor determinante a la hora de exponer las células que forman parte de 
la mucosa con el virus. El riesgo de transmisión, por tanto, es favorecido si la flora 
normal es destruida o alterada, si se reducen los factores innatos de protección, o si se 
daña o inflama la integridad del epitelio protector de la mucosa. (Haase., et al., 2011). 
Actualmente sabemos que la inflamación de las mucosas es un activador importante 
de la infección (Ashley et al., 2010) 
La tendencia actual, es aplicar esos agentes anti-VIH en una base de gel no 
irritante, que es mejor tolerado por el tracto genital femenino que los surfactantes, los 
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tampones ácidos y los polímeros aniónicos, (Roberts et al., 2012). O incluso aplicar los 
propios microbicidas junto a agentes, que en aplicación tópica, regulen la 
concentración de citoquinas en el tracto vaginal, como el agente glicerol-monolaurato, 
que regula a la baja, la concentración de citoquinas proinflamatorias y probablemente 
como consecuencia de esto previene la infección por el virus de la inmunodeficiencia 
en simios (VIS) (Li et al. 2009). Actualmente se está estudiando adaptar agentes anti-
VIH como ITINNs, junto a ciclodextrinas o celulosas formuladas como geles, y que 
resulten favorables en aplicación tópica sin que alteren la mucosa y a la vez que no se 
pierda actividad (Grammen, et al., 2014). 
Hemos medido la actividad antiinflamatoria pues, como ya hemos descrito, 
numerosos agentes anti-VIH son activos frente al virus pero su acción se acompaña 
de un aumento en la producción de citokinas muchas de ellas proinflamatorias y como 
ya sabemos tanto la inflamación del epitelio vaginal y rectal así como la irritación de la 
mucosa derivada en ocasiones por enfermedades de transmisión sexual, favorecen la 
infección y transmisión del VIH (McGowan, et al., 2006, McGowan, et al., 2014). 
Recientemente se describe una acción antiinflamatoria de un peptidoglicano que 
reduce los niveles tanto de la NO sintasa inducible (NOi), como la ciclooxigenasa 
(COX-2) (Wu, et al., 2013).  
En el presente trabajo, medimos la actividad antiinflamatoria a través del 
análisis de dos citokinas proinflamatorias, NO y TNFα, utilizando modelos “in vitro”, y 
centrándonos en la cuantificación de dichos mediadores de la inflamación. Una vez 
que hemos obtenido los cultivos de macrófagos, los vamos a estimular con LPS con 
objeto de que aumente la producción de determinados mediadores de la inflamación y 
comprobar si los compuestos a probar son capaces o no, de inhibir la liberación de 
eicosanoides por las células. Estos ensayos se realizaron tanto en las fracciones 
obtenidas tras el tratamiento de Cetavlon, como las muestras purificadas. Como 
resultado, hemos obtenido en general una disminución en la producción tanto de NO 
como de TNFα, siendo en el caso de NO, TLAs y PCAs los más activos presentando 
un porcentaje de inhibición que el caso de PCAs se iguala a la sustancia de referencia, 
aminoguanidina, y en el caso de TNFα, PCAs la más activa muy cerca de igualarse a 
la inhibición provocada por dexametasona. En 2009 Vasconcellos et al., describen 
actividad antiinflamatoria en Phoradendron piperoides (Kunth) Trel. (Loranthaceae). 
 
Todo ello, nos hace pensar, que posiblemente podrían tratarse de compuestos 
que no alteren la mucosa, y esto, unido a su actividad antiviral, nos conduce a pensar 
en ellos como posibles candidatos a microbicidas.  
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Es importante destacar, respecto a los polisacáridos, que una idea que ha 
surgido recientemente es la introducción de grupos funcionales, que cambian la 
polaridad, conformación o la masa, y favorecen o aumentan la actividad antiviral. Esto 
se constata muy bien en un estudio llevado a cabo en 2011, donde se produce la 
modificación química de un polisacárido neutro extraído de Polygonatum cyrtonema 
Hua, una planta de las Liliáceas muy utilizada en medicina tradicional china. En ese 
trabajo, se crearon derivados sulfatados, fosforilados, acetilados, y sulfonilados, 
comparando su actividad antiherpética frente al polisacárido natural, usando el ensayo 
de inhibición del efecto citopático en células Vero y se describe como los derivados 
fosforilado y sulfatado resultan ser más activos que el polisacárido neutro aislado 
inicialmente (Liu et al., 2011a). Otros trabajos describen como la sustitución de grupos 
hidroxiglucanos en grupos sulfato mejora la actividad antiviral (Ray, et al., 2013).   
Esto ocurre con un polisacárido extraído y posteriormente sulfatado químicamente del 
Indocalamus tessdatus L., una planta medicinal china, traduciéndose en un aumento 
de su actividad anti-HIV, al igual que con polisacáridos extraídos de Astragalus. 
bidentata, Poligonatum sibiricum Redoute y el glucomanano (Huang et al., 2008). Otro 
estudio actual describe la posibilidad de ser usado como un agente oral para reducir la 
severidad de VHS cutáneo y las lesiones en la mucosa, y mas importante, como un 
microbicida bloqueando la transmisión sexual de VHS-2 genital (Cardozo, et al., 2013). 
Y ya para finalizar, un estudio reciente, pone de manifiesto la actividad anti-VIH, en 
diferentes modelos de infección y de transmisión “in vitro” de carbohidratos glicano 
específicos, que además poseen la propiedad de no afectar a las bacterias 
comensales propias de la mucosa y que la protegen, siendo candidatos potenciales a 






























1. Las tres especies estudiadas, Phoradendron crassifolium, Tuberaria lignosa y 
Satureja bolviana, presentan actividad antiviral, residiendo la actividad 
principalmente en el extracto acuoso. 
 
2. Los compuestos con actividad frente a VIH y actividad antiinflamatoria, se han 
identificado como polisacáridos pécticos ramificados, donde la mayoría de los 
tipos de unidades identificados en las tres muestras son los mismos, con cambios 
sustanciales en sus proporciones. 
 
3. Se ha podido establecer la actividad antiVIH de los compuestos activos de las tres 
especies tanto mediante el ensayo en trans DC-SING, como a través del ensayo 
de neutralización, con virus recombinantes portadores del gen marcador luciferasa  
 
4. El grado de toxicidad de los compuestos evaluados mediante el ensayo de 
viabilidad celular y ECP, resultó ser muy leve o nulo. 
 
5. Los compuestos PCAs y SBAs, así como las fracciones TLAs1, TLAs2 y PCAs1 
destacan en su actividad antiVIH, y actúan en la fase temprana del ciclo de 
replicación del VIH, en concreto en la adsorción del virus a las células. Todos ellos 
son envuelta VIH dependiente y dosis dependiente, posiblemente al tratarse de 
polisacáridos polianiónicos manifiesten interacciones electrostáticas con el 
receptor gp120 de la envuelta del VIH. 
 
6. Todos los compuestos ensayados han manifestado efectos antiinflamatorios 
significativos in vitro sobre los dos mediadores ensayados, NO  y TNFα, pudiendo 
contribuir por tanto a la actividad antiinflamatoria de las tres especies estudiadas. 
 
7. Dado que dos de las especies, Satureja boliviana y Phoradendron crassifolium, 
americanas, cuya recolección se escapa a nuestro control, se dejan establecidas 
las bases micrográficas de reconocimiento que permitan identificar el material 
vegetal de nuevos envíos.  
Conclusiones 
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